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RESUMEN                                                                                      .                                                
La manipulación vertebral es una técnica ampliamente utilizada en el 
tratamiento del dolor de origen musculoesquelético desde tiempos de Hipócrates (400 
AC). 
A pesar de su amplia utilización, aún no se conocen con certeza los mecanismos 
por los cuales esta técnica es eficaz. Este hecho, ha dado pie a la especulación y 
formulación de teorías que aun habiéndose descartado a través de estudios científicos, 
siguen siendo de amplio uso dentro del ámbito clínico. 
Cada vez son más las voces que se alzan advirtiendo de los posibles efectos 
adversos del uso de estas técnicas. Algunos autores dudan de que sea una técnica inocua, 
basándose para ello en los hallazgos de lesiones histológicas en los estudios en 
cadáveres. 
El objetivo general de esta tesis  fue analizar y estudiar los posibles mecanismos 
por los que la técnica es eficaz (artículos I y II) y si la técnica en si puede producir 
daños en los tejidos (artículo III). Esto se realizará a través del análisis plasmático de 
neuropéptidos relacionados con la analgesia y de marcadores de daño tisular. 
Los principales resultados de la tesis sugieren que en sujetos sanos: a) La 
aplicación de una manipulación vertebral cervical produce un incremento significativo 
de la concentración plasmática de neurotensina, oxitocina, cortisol y sustancia P. b) La 
aplicación de una manipulación vertebral torácica produce un incremento significativo 
de la concentración plasmática de neurotensina y oxitocina. c) La aplicación de una 
manipulación vertebral cervical o torácica, no produce cambios significativos en la 
concentración plasmática de óxido nítrico. d) La aplicación de una manipulación 
vertebral cervical produce un incremento significativo de los umbrales de dolor a la 
presión locales (sobre la proyección  de la articulación cigapofisaria C5-C6 y sobre el 
epicóndilo lateral). d) La concentración de sustancia P previa a la manipulación cervical 
es directamente dependiente de los cambios que se producen en los umbrales de dolor a 
la presión tras la intervención de una manera positiva. e) La aplicación de una 
manipulación vertebral cervical o torácica no produce cambios significativos en la 
concentración plasmática de creatinfosfoquinasa, lactato deshidrogenasa, proteína C 
reactiva, enolasa neuro-específica, aldolasa, troponina o mioglobina. 
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En síntesis, los resultados de la presente tesis Doctoral muestran que el empleo 
de una manipulación vertebral tanto cervical, como torácica, sobre sujetos sanos 
conlleva la liberación de sustancias químicas que pueden relacionarse con mecanismos 
inhibitorios descendentes del dolor, pudiendo ser éste uno de los mecanismos que 
explican los efectos analgésicos asociados a la manipulación vertebral. También se han 
obtenido datos que indican que en sujetos sanos, el uso tanto de una manipulación 
cervical como de una manipulación torácica, no parece generar un estrés mecánico los 
suficientemente severo para suscitar. Estos hallazgos parecen indicar que los efectos 
adversos asociados a la manipulación vertebral no tienen su base en lesiones 
histológicas, si no en sistemas complejos del procesamiento de la información o en 
procesos patológicos previos del paciente. 
Terapeutas capacitados para el uso de las manipulaciones vertebrales deben de 
sopesar los costes y los beneficios en cada paciente sobre el cual se vaya a aplicar la 
técnica con el fin de minimizar los posibles efectos adversos asociados a la 
manipulación vertebral y maximizar su papel antinociceptivo y analgésico.   
Palabras clave: manipulación vertebral. Concentración plasmática de químicos. 
Umbrales de dolor a la presión. Analgesia y antinocicepción. Efectos adversos. 	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INTRODUCCIÓN                                                                          . 
La fisioterapia es una disciplina cuya finalidad es la disminución de la 
percepción de dolor por parte del paciente y la mejora o el mantenimiento de la función. 
Para cumplir con estos objetivos la fisioterapia dispone de una gran variedad de técnicas, 
entre las cuales se encuentran las técnicas manuales. Dentro de las técnicas manuales, 
las técnicas articulares son de amplia utilización. Estas técnicas, pueden ser de baja 
velocidad y gran amplitud de recorrido, o de alta velocidad y corta amplitud de 
recorrido.  Las técnicas de alta velocidad y corta amplitud, son comúnmente 
denominadas; manipulación. 
1 CONCEPTO	  DE	  MANIPULACIÓN	  VERTEBRAL	  
La manipulación vertebral (MV) es una técnica que ha sido utilizada desde 
tiempos remotos por “recolocadores de huesos”, curanderos, chamanes, barberos y 
practicantes. Hipócrates (400 AC) escribió sobre su valor en el tratamiento de las "mal 
posiciones" vertebrales. Así mismo, existen datos de la utilización de la MV en China y 
Grecia, ya en el periodo que comprende 2700-1500 AC. Hoy en día la MV es utilizada 
por fisioterapeutas, quiropractores, osteópatas y médicos1 como parte importante del 
tratamiento y manejo en pacientes con dolor de origen musculoesquelético, sobre todo 
en las fases agudas y subagudas de dichos proceso2-5.  
A pesar de ser una técnica ampliamente utilizada por diversos terapeutas, sigue 
sin haber una definición consensuada entre los distintos profesionales, lo que hace que 
el propio concepto de MV siga en revisión6. Gatterman en 1994 define la MV como un 
procedimiento manual en el cual se realiza un movimiento de alta velocidad y corto 
recorrido con la finalidad de mover a la articulación más allá de su rango de 
movimiento (RM) fisiológico sin exceder los limites anatómicos de dicho RM7. 
2 EFECTOS	  DE	  LA	  MANIPULACIÓN	  VERTEBRAL	  
La manipulación ha sido documentada como beneficiosa en el tratamiento del 
cuello y de la espalda8. Existe numerosa evidencia de la eficacia de la utilización de la 
manipulación en la región cervical para el tratamiento del dolor de origen 
musculoesquelético en el cuello5,9,10. No obstante, numerosos clínicos expertos en el 
tratamiento manual del dolor de cuello destacan la importancia del examen y del 
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tratamiento de la columna dorsal en pacientes con dolor de cuello, ya que en sí misma, 
la relación biomecánica intrínseca existente entre la columna cervical y la columna 
dorsal podría ser un factor contribuyente del dolor y de la disfunción de la región del 
cuello. También habría que tener en cuenta que la literatura científica previene de las 
intervenciones cervicales al final del RM así como, del uso de la manipulación vertebral 
cervical (MVC) por el riesgo, aunque bajo, de efectos adversos11. Toda esta información 
podría señalar a la manipulación vertebral torácica (MVT) como una alternativa eficaz a 
la manipulación cervical en el tratamiento del dolor mecánico cervical. 
En la actualidad, encontramos varios trabajos de relevancia que nos hablan de 
los beneficios de añadir una MVT al tratamiento del dolor cervical. Por ejemplo, 
Cleland y cols.12 en un ensayo clínico aleatorizado compararon la MVT con una MVT 
fingida en pacientes con dolor de cuello. El grupo que recibió la MVT mostró mejoras 
inmediatas claramente superiores en la intensidad del dolor. En la misma línea, en 2007 
otro ensayo clínico aleatorizado, Cleland et al.13 mostraron como la MV aplicada a la 
región dorsal alta y media, produjo mayor reducción de dolor y discapacidad que la 
movilización pasiva de baja velocidad aplicada a la columna dorsal en pacientes con 
dolor cervical subagudo. Igualmente, González-Iglesias et al.14,15 examinaron la 
efectividad de añadir la MVT a un tratamiento de termoterapia superficial y 
electroterapia analgésica en el manejo del dolor cervical agudo, encontrando en ambos 
ensayos mejoras significativas en el grupo de la MVT en términos tanto de dolor como 
de discapacidad. En una revisión sistemática reciente, Cross et al.16 concluyen que la 
MVT es eficaz en el manejo del dolor cervical agudo y subagudo. En el año 2011 se ha 
publicado el primer ensayo en una muestra de pacientes con dolor cervical crónico17 
obteniéndose mejoras significativas tanto en la función, como en la percepción del dolor. 
Así, el uso de la MV con la finalidad de disminuir el dolor y la discapacidad en los 
pacientes está recogido en numerosas guías de práctica clínica18-21.  
A pesar de que la MV es una técnica ampliamente utilizada, y que la literatura 
consultada respalda el uso de la MV en el tratamiento del dolor y la disfunción de 
origen musculoesquelético, aun no se conocen con exactitud los mecanismos 
neurofisiológicos a través de los cuales se puede justificar la efectividad de dicha 
técnica22. Numerosos investigadores han tratado de arrojar luz sobre esta cuestión, 
pudiéndose observar dos líneas o corrientes de investigación. Investigadores que buscan 
medir cambios en la función que se pueden justificar como cambios biomecánicos y en 
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el control motor, como es el aumento del RM; e investigadores que buscan determinar 
el impacto que la MV tiene sobre la percepción del dolor. 
2.1 Cambios	  en	  la	  función	  
En la actualidad, cada vez con más frecuencia los estudios que intentan arrojar 
luz sobre aspectos relacionados con la patología de origen musculoesquelético se 
centran en valorar el efecto que esta tiene sobre la función. Valorar cambios en la 
función hace posible estimar el potencial efecto  que la MV tiene en el tratamiento de 
dicha patología. Con esta finalidad se utilizan diversos cuestionarios como el Neck 
Disability Index, pruebas funcionales como el test de flexión craneocervical para la 
musculatura flexora profunda cervical, o la valoración del movimiento fisiológico 
uniplanar tanto pasivo como activo a través de un goniómetro. 2.1.1 Cambios	  en	  el	  Rango	  de	  Movimiento	  
El uso de la evaluación del movimiento fisiológico, tanto activo como pasivo de 
la columna cervical, en los pacientes que presentan dolor en la región cervical y/o 
cérvico-dorsal, forma parte integral de la exploración. Su registro permite tener un dato 
objetivo a través del cual se puede valorar la magnitud de la disfunción del paciente y 
del efecto del tratamiento. Tanto es así que la Guía de la Asociación de Médicos 
Americana para la evaluación de la discapacidad permanente, cataloga esta medición 
como un componente importante de la evaluación23. Dall’Alba et al.24 en un estudio 
comparativo, fueron capaces de discriminar entre sujetos con latigazo cervical (dolor y 
discapacidad moderados) y sujetos sanos utilizando como único dato la magnitud del 
RM. Así mismo, Rudolfsson et al.25 determinaron a través de un estudio transversal, que 
los sujetos con dolor cervical crónico tienen una limitación significativa del RM. Parece 
ser que en los estudios sobre dolor cervical de origen musculoesquelético, el uso del 
RM es la forma de medición objetiva más utilizada, afirmación avalada por varias 
revisiones sistemáticas 26-28.  
En una revisión sistemática reciente, Cross et al.16 concluyen que la MV 
aumenta el RM tanto en pacientes con dolor cervical mecánico agudo, como subagudo. 
Martínez-Segura et al.29 en un estudio controlado aleatorizado (ECA) obtuvieron un 
aumento significativo del RM cervical tras una MVC. Dunning et al.30 en un estudio 
clínico aleatorizado multicentro reciente también obtuvieron un aumento del RM 
cervical, tanto al realizar una MVT, como una MVC. 
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2.2 Cambios	  en	  la	  percepción	  del	  dolor	  2.2.1 Elementos	  de	  medida	  
En la historia clínica del paciente, uno de los datos más relevantes para el 
fisioterapeuta es la percepción de dolor por parte del paciente, ya que es el motivo de 
consulta más frecuente dentro del ámbito de la fisioterapia31. Para intentar objetivar una 
experiencia tan subjetiva, los clínicos se ayudan de pruebas sensoriales cuantitativas 
como la sensibilidad al dolor por presión mecánica medida con algometría o escalas 
visuales analógicas (EVA), entre otras. 
2.2.1.1 Algometría	  
La determinación de los umbrales de dolor a la presión (UDP) es una de las 
modalidades más ampliamente utilizadas en la literatura científica para objetivar los 
cambios en la percepción del dolor tras el uso de una intervención sobre un paciente. El 
UDP es definido según la Asociación Internacional para el Estudio de Dolor (1986), 
como la menor intensidad de estímulo a la presión en la cual un sujeto percibe el dolor32. 
La determinación de los UDP a través de un algómetro de presión es una técnica de 
medida de la sensibilidad mecánica de los tejidos periféricos que ha mostrado una 
excelente reproducibilidad y validez en sujetos sanos33, además de una buena fiabilidad 
intraobservador34. Al revisar la literatura científica, son numerosos los artículos 
publicados que hacen referencia a cambios en los UDP como consecuencia de una MV 
tanto en sujetos asintomáticos35-38, como en sujetos con dolor9,39-41. 
2.2.1.2 Otras	  formas	  de	  valoración	  
La literatura científica recoge diversos métodos de medición del efecto de la MV 
sobre la percepción del dolor como las EVA9,30,42 o la determinación del tamaño del 
campo receptivo doloroso43. 2.2.2 Mecanismos	  inhibitorios	  del	  dolor	  
2.2.2.1 Mecanismos	  inhibitorios	  segmentarios	  
Históricamente se ha descrito que una parte de los mecanismos neurofisiológicos 
que forman parte de las respuestas de analgésica asociadas a la manipulación parecen 
estar justificados mediante la teoría del umbral de la compuerta descrita por Melzack22. 
En esta teoría los autores postularon que los estímulos propioceptivos procedentes de 
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las fibras Aβ, de tacto discriminativo, tienden a inhibir la transmisión nociceptiva 
(cierran la compuerta) en el asta dorsal de la médula espinal, mientras que la actividad 
en las fibras nociceptivas Aδ y C tiende a facilitar dicha transmisión (abren la 
compuerta)44. Ihdahl et al.45 en un modelo animal, observaron cómo la estimulación de 
los propioceptores capsulares de una articulación cigapofisaria disminuye el reflejo 
paraespinal asociado a la estimulación nociceptiva de la cápsula. Así mismo, Malisza et 
al.46 en otro modelo animal, encontraron evidencia de mecanismos inhibitorios 
segmentarios asociados al uso de terapia manual. Tanto el grupo de George47, como el 
de Bialosky48 concluyeron que, en sujetos sanos, el efecto antinociceptivo observado 
tras una MV es atribuible al asta dorsal de la médula. 
2.2.2.2 Mecanismos	  inhibitorios	  descendentes	  
La literatura científica aporta datos sobre la influencia que tienen estructuras 
supraespinales sobre el dolor (corteza anterior cingulada, amígdala, sustancia gris 
periacueductal (SGPA) y la región rostral ventromedial del bulbo raquídeo)49. Las 
investigaciones más recientes orientan a que los mecanismos centrales de modulación 
descendente del dolor parecen ser los principales sistemas fisiológicos involucrados en 
las respuestas de analgesia inmediata observadas tras la manipulación. Malisza et al.50 
en un modelo realizado en ratas, determinaron a través de resonancia magnética 
funcional las áreas cerebrales que se activaban como consecuencia del dolor producto 
de una infiltración de capsaicina. Estos autores, observaron cómo, tras una movilización 
articular de baja velocidad, disminuye la activación de las áreas cerebrales previamente 
relacionadas con dolor. Estos resultados proporcionan confirmación directa de 
mecanismos inhibitorios descendentes.  Vicenzino et al.51 en sujetos con epicondilalgia 
lateral sometidos a movilizaciones articulares de baja velocidad de la columna cervical 
observaron cambios en la percepción del dolor y el sistema nervioso simpático (SNS) y 
que estos cambios se correlacionaban, lo cual parece sugerir que parte de los efectos 
atribuidos a la movilización articular de baja velocidad se deben a mecanismos 
modulatorios centrales.  
En la MV, estos mecanismos centrales difusos también se confirman al observar 
cómo la manipulación dirigida a un segmento diagnosticado como hipomóvil no es más 
beneficiosa que la manipulación realizada sobre un segmento elegido al azar, o que 
diversos estudios recientes hayan mostrado cambios en la percepción de dolor en 
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regiones a distancia del área que se trató12. Numerosos autores han defendido esta 
hipótesis de modulación descendente como el mecanismo responsable de la analgesia 
inmediata producida tras la MV. Más concretamente, Skyba et al.52 sugirieron que el 
efecto de la MV es una forma de analgesia no opioide dependiente, mediada por 
receptores espinales serotonérgicos y noradrenérgicos que utilizan vías inhibitorias 
descendentes, “neuronas off”, desde la SGPA, vía bulbo raquídeo rostral ventromedial y 
tegmento pontino dorsolateral, hasta el asta dorsal de la medula.  2.2.3 Factores	  contribuyentes	  a	  la	  modificación	  de	  la	  percepción	  del	  dolor	  
2.2.3.1 Modificación	  del	  sistema	  motor	  reflejo	  
La perpetuación de la percepción del dolor se puede justificar por múltiples 
mecanismos. Uno de ellos es el mantenimiento del ciclo dolor/espasmo/dolor. Diversos 
autores defienden la hipótesis de que una de las claves del éxito de la MV, reside en una 
inhibición motora refleja, la cual rompería este ciclo de dolor/espasmo/dolor51,53. 
A pesar de la observación de cambios reflexógenos en el sistema motor 
asociados a la MV, y de la cantidad de clínicos que se basan en esta premisa para 
justificar parte de sus efectos objetivables, no existe consenso acerca de su potencial 
efecto inhibitorio o excitatorio reflejo sobre el sistema motor. Para valorar el efecto 
motor, se han utilizado diversos métodos:  
− La electromiografía (EMG) se utiliza para evaluar y registrar la actividad 
eléctrica muscular, de manera que detecta las diferencias de potencial eléctrico de las 
fibras musculares al contraerse. Al revisar los cambios en la EMG que se producen tras 
una MV, en la literatura científica observamos una tendencia clara a la modificación en 
la señal electromiográfica. No obstante, parece que no existe consenso en si la 
modificación comparta una disminución o un aumento de dicha señal. Numerosas 
investigaciones avalan un aumento de la señal electromiográfica41,54-56, mientras otras 
avalan una disminución de dicha señal38,57-60.  
− El reflejo Hoffman tiene como finalidad determinar la competencia de la 
médula espinal a través de la estimulación eléctrica del músculo, y ha sido ampliamente 
utilizado para valorar de forma mínimamente invasiva la competencia del sistema 
nervioso. De esta manera nos permite valorar cambios en la excitabilidad de las 
neuronas espinales y corticoespinales. Fryer et al.61 en un estudio reciente con sujetos 
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asintomáticos, controlado y aleatorizado, de diseño cruzado, observaron una 
disminución significativa del reflejo Hoffman tras una MV, situación que se 
correlaciona con una disminución de la actividad a nivel espinal, produciéndose una 
disminución significativa de la excitabilidad de la motoneurona alfa, lo que se traduce 
un una disminución del tono. El grupo de Dishman et al.57,60,62,63 han obtenido 
resultados similares.  
− La estimulación magnética transcraneal (EMT) es un método no invasivo 
para estimular eléctricamente el córtex cerebral y poder valorar la excitabilidad del 
córtex motor y del tracto corticoespinal64, de manera que nos permite estudiar los 
efectos de los inputs corticoespinales sobre la excitabilidad de la motoneurona alfa53. 
Los potenciales que genera la EMT son referidos como potenciales motores evocados 
(PME). La amplitud de estos PME en el músculo diana, refleja cambios en la 
excitabilidad de células corticomotoneurales y cambios en la excitabilidad de la 
motoneurona alfa. Dishman et al.65 valoraron cambios a nivel central de la excitabilidad 
motora tras una MV a través de EMT, observándose un aumento significativo de la 
excitabilidad de la motoneurona alfa desde mecanismos postsinápticos. 
Una explicación de estas discrepancias de resultados en las mediciones de las 
ondas H o de los PME, puede ser la diferencia metodológica de ambos procesos. No 
obstante, algunos autores advierten que tras una facilitación central existe la posibilidad 
de desencadenar una disminución de la actividad de las motoneuronas periféricas53. 
2.2.3.2 Modificación	  de	  la	  actividad	  del	  Sistema	  Nervioso	  Simpático	  
Las respuestas que sugieren modificación en la actividad del SNS ante estímulos 
aferentes no nocivos, han sido observadas tanto en investigaciones realizadas en 
animales como en seres humanos. Numerosos estudios han evaluado los efectos que la 
terapia manual tiene sobre el SNS con la finalidad de comprender sus posibles 
mecanismos de acción. Modificaciones en la actividad del SNS podrían dar información 
de la compleja respuesta que desde el sistema nervioso central (SNC) se le da a la MV. 
La medición del ritmo cardiaco y la presión arterial son formas de sencillas medición y 
ampliamente utilizadas para la valoración del impacto de una técnica sobre el SNS. 
Otras formas utilizadas han sido la medición de cambios en la conductancia y de la 
temperatura de la piel. En un ECA reciente, La Touche et al.66 demuestran que tras una 
movilización de baja velocidad y gran amplitud de recorrido anteroposterior de la 
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región cervical superior, se produce un aumento significativo de la excitabilidad del 
SNS. Para valorar la respuesta del SNS estos autores realizaron mediciones de la 
conductancia y la temperatura de la piel, así como el ritmo respiratorio y cardiaco, 
obteniendo un incremento significativo tanto de los ritmos respiratorio y cardiaco, como 
de la conductancia dermal. Del mismo modo, Sterling et al.67 observaron un aumento de 
la excitabilidad del SNS, determinado por un aumento de la conductancia dermal y un 
descenso de la temperatura de la piel, al realizar una movilización de baja velocidad y 
gran amplitud de recorrido posteroanterior de la región cervical baja. En otro ensayo 
clínico, Vicenzino et al.51 observan resultados similares en sujetos con epicondilalgia 
lateral crónica que fueron sometidos a movilizaciones rítmicas cervicales. Una revisión 
sistemática reciente (2014)68 concluye que la movilización de baja velocidad y gran 
amplitud de recorrido tiene como respuesta un incremento de la excitabilidad del SNS 
independientemente del segmento movilizado.  
Harris y Wagnon69 en su estudio con una muestra de 196 sujetos observaron un 
aumento de la temperatura de la piel de la yema de los dedos tras una manipulación 
vertebral lumbar (MVL), o una MVC. Así mismo, observaron un descenso de la 
temperatura de la yema de los dedos tras una MVT. Debido a estos resultados, estos 
autores concluyen que la MV tiene efectos sobre el SNS, y que estos efectos dependen 
del segmento que es diana de la técnica. 
A pesar de que la mayoría de las publicaciones sobre este tema avalan el 
aumento de la excitabilidad del SNS como consecuencia de la terapia manual, 
Knutson70 en un ECA, encontró un descenso significativo de la presión sistólica tras una 
MVC. Otra muestra de divergencia en los resultados obtenidos tras una MVC la 
tenemos en el estudio de Nansel et al.71 donde estos autores no encontraron ningún 
efecto significativo sobre la presión arterial o el ritmo cardiaco. 
Finalmente, Vicenzino et al. proponen que tras una MV el efecto excitatorio del 
SNS y la analgesia inmediata observada se relacionaban de forma significativa72 lo que 
sugiere un papel directo del SNS en la modulación del dolor.  
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2.2.3.3 Respuestas	  de	  estrés	  
La evidencia científica pone de manifiesto que el estrés puede producir efectos 
analgésicos a través de la activación de mecanismos inhibitorios endógenos del dolor73. 
La activación de estos mecanismos es dependiente de la magnitud y la duración del 
estímulo estresor al cual es sometido el sujeto de tal manera que, los sujetos expuestos a 
situaciones estresantes leves, activan sistemas modulatorios descendentes basados en la 
activación del sistema opioide endógeno, mientras que los sujetos expuestos a 
situaciones de gran estrés, activan sistemas modulatorios descendentes no opioides74. 
También se ha observado que ante una situación de gran estrés la magnitud del tiempo a 
la que el sujeto queda expuesto, parece también determinante a la hora de determinar si 
la respuesta inhibitoria será opioide dependiente o no. Así, estímulos estresantes 
intermitentes promueven la activación de los sistemas inhibitorios descendentes 
opioides dependientes75,76, mientras que los estímulos estresantes que se mantienen en 
el tiempo promueven los sistemas inhibitorios descendentes no opioides73,76. Esta 
analgesia inducida por el estrés es de suma importancia para la supervivencia del 
individuo, ya que es generada intrínsecamente en momentos críticos evitando que el 
dolor pueda distraer al sujeto. Es decir, la atención se centra más en la amenaza que en 
el dolor.  
El cortisol es una hormona esteroidea que se ha correlacionado de forma positiva 
con la magnitud de estrés. Diversos estudios han intentado relacionar la terapia manual 
con cambios en la concentración de cortisol. En un estudio reciente en sujetos sanos 
realizado por Lindgren et al. se observó un descenso significativo de los niveles de 
cortisol en saliva tras cinco minutos de masaje77. Este dato está en concordancia con 
varias revisiones78,79. Moraska et al. en su revisión concluyen que una sesión de masaje 
produce una reducción significativa de los niveles de cortisol salivar, y que este efecto 
se reproduce con cada sesión. No obstante, parece ser que el efecto no se mantiene en el 
tiempo, ni es acumulable. 
En un estudio en sujetos sanos realizado por Whelan et al.80 no se encontraron 
cambios significativos en los niveles de cortisol en saliva tras una MV. Este resultado 
está en concordancia con los resultados obtenidos por Tuchin PJ81 
La literatura revisada parece indicar que la terapia manual no tiene un efecto 
estresante sobre los sujetos y que el efecto analgésico asociado a la MV no parece ser 
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dependiente de mecanismos inhibitorios descendentes basados en una respuesta de 
estrés. 
2.2.3.4 Modificación	  de	  la	  concentración	  de	  químicos	  en	  el	  medio	  interno	  
Existen una gran variedad de mediadores químicos relacionados con el dolor. 
Algunos de estos mediadores son secretados desde el SNC con una finalidad analgésica 
o de control descendente del dolor, además de tener un papel de diversa importancia 
sobre el SNS (noradrenalina y acetilcolina)  o la respuesta de estrés (cortisol). Diversos 
autores han estudiado con anterioridad el impacto que tiene la MV sobre la producción 
de ciertos químicos. Vernon et al.82 observaron un aumento significativo de los niveles 
sanguíneos de β-endorfinas a los 5 minutos tras una MVC. Sin embargo, Sanders et al.83 
no encontraron cambios significativos en la concentración de β-endorfinas tras una 
MVL. Así mismo, Christian et al.84 tampoco observaron diferencias significativas en la 
concentración sanguínea de β-endorfinas tras una MVT o una MVC tanto en sujetos 
asintomáticos, como sintomáticos. 
Por otro lado, Nansel et al.71 estudiaron el efecto de una MVC sobre la 
concentración de catecolaminas, no observando cambios significativos tras la 
intervención.  
Teodorczyk-Injeyan et al.85 estudiaron el efecto de una MVT sobre la 
producción de citoquinas proinflamatorias, observando una disminución significativa de 
la síntesis de las mismas tras la intervención. En una línea parecida, Roy et al.86 
observaron en sujetos con dolor lumbar crónico una tendencia a la normalización de 
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3 QUÍMICOS	  CON	  UN	  PAPEL	  ANTINOCICEPTIVO	  ANALIZADOS	  EN	  
LA	  PRESENTE	  TESIS	  
Diversos mediadores químicos secretados en sangre han sido relacionados tanto 
con la nocicepción, como con la antinocicepción. De hecho, alguno de estos químicos 
tienen un rol dual dependiente de la concentración y del contexto en el que se produce 
su secreción.  
3.1 Sustancia	  P	  
La sustancia P (SP) es un neuropéptido que se ha relacionado con la 
proliferación celular, la producción de citoquinas, la vasodilatación y el aumento de la 
permeabilidad vascular87. Estas respuestas proinflamatorias son causa de inflamación 
neurogénica, la cual está asociada a la nocicepción y a la hiperalgesia88. Larson et al.89 
en su estudio advierten del papel pro-nociceptivo de la SP en sujetos con síndromes de 
dolor crónico como la fibromialgia, de manera que la SP contribuiría a la 
sensibilización del asta dorsal, reduciendo los umbrales de dolor de estos sujetos. 
También se ha observado que la SP tiene propiedades antinociceptivas, de hecho 
se ha observado que tiene un potente efecto analgésico de larga duración al ser 
administrada intraperitonealmente e intracranealmente en ratas90,91. Diversos autores, 
sostienen que la SP puede actuar sobre la lamina V del asta dorsal produciendo un 
efecto inhibitorio, de manera que se produzca un efecto analgésico sobre el 
procesamiento de la señal nociceptiva92,93. Nakatsuka et al.92 interpretan este hecho 
como un mecanismo de feed-forward inhibitorio de la actividad del asta dorsal, 
concluyendo estos autores que la SP tiene un papel fundamental en el reclutamiento de 
actividad inhibitoria para el procesamiento de la nocicepción. La relación entre la 
concentración de SP y las terapias manuales sigue siendo controvertida, mientras al 
masaje se le otorga un papel en la disminución de la concentración de SP en sujetos con 
fibromialgia94, en la MV se observan incrementos de la concentración de SP95 o 
ausencia de cambios en dicha concentración85. Estas discrepancias pueden ser fruto de 
diferencias metodológicas. 
 
Achalandabaso A, 2015                                       Introducción 
	   18	  
3.2 Neurotensina	  
La neurotensina (NT), es un neuropéptido con un amplio rango de acciones entre 
las cuales está la antinocicepción96. Esta afirmación se sustenta anatómicamente por la 
alta densidad de receptores de NT localizados en la SGPA y la región rostral 
ventromedial del bulbo raquídeo, ambas estructuras implicadas en mecanismos 
descendentes. Además, un estudio realizado por Williams et al.97 realizado con 
microdiálisis en ratas, mostró que la NT era liberada de forma endógena en la SGPA al 
provocar una lesión inflamatoria. La NT, al igual que en la MV, tiene un efecto 
analgésico independientes de la naloxona de manera que este efecto no es opiáceo 
dependiente. Este efecto antinociceptivo se ha corroborado al inyectar el neuropéptido 
en varias áreas cerebrales98. Así mismo la liberación de este neuropéptido parece jugar 
un papel importante en la analgesia que se le atribuye a la electroacupuntura99. 
3.3 Oxitocina	  
La oxitocina (OT), es un neuropéptido el cual desarrolla un potente control 
antinociceptivo al regular de forma tónica a la SGPA, al núcleo central de la amígdala y 
al núcleo del rafe magnus100. Ante estímulos nociceptivos, se ha observado su liberación 
en la médula espinal desde proyecciones descendentes del eje hipotálamo-hipofisario. 
Este efecto analgésico es ejercido a través de incrementar la liberación de péptidos 
opioides como leucina-encefalinas, metionina-encefalinas o beta-endorfinas en la 
SGPA101. Además de su efecto positivo sobre la tasa de secreción de péptidos opioides, 
recientemente se ha demostrado que esta acción antinociceptiva está mediada en parte, 
por un incremento de la inhibición sináptica de las láminas más superficiales de la 
médula espinal102. Un estudio reciente realizado por Morhenn et al103 ha mostrado 
incrementos significativos en la concentración sanguínea de OT tras 15 minutos de 
masaje con una intensidad moderada. 
Aparte de los efectos antinociceptivos, la OT puede producir efectos "antiestrés" 
como la disminución de la presión arterial y de los niveles de cortisol, y promueve el 
crecimiento y reparación de los tejidos104. También se ha observado que la 
administración de OT en ratas induce un efecto antiinflamatorio105. 
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3.4 Óxido	  nítrico	  
El óxido nítrico (ON) es una pequeña molécula considerada como el mayor 
vasodilatador local106. Se trata de un gas con la capacidad de difundir, y que reacciona 
rápidamente con el oxígeno para formar derivados de sí mismo como son el nitrito y el 
nitrato107. Esta pequeña molécula tiene dos papeles de gran importancia, por un lado 
media en la supervivencia celular108, y por otro en la nocicepción109. Luo y Cizkova en 
una revisión sistemática reciente advierten del efecto beneficioso de la liberación de 
pequeñas cantidades de ON durante la inhibición de las vías nociceptivas110. No 
obstante, Aley et al. en un modelo animal concluyen que la liberación de ON contribuye 
a la hiperalgesia111. Estos resultados aparentemente contradictorios nos dan una idea del 
complejo papel que juega el ON en la nocicepción. La liberación de ON por los tejidos 
endoteliales y las células sanguíneas ha sido demostrada ante estímulos mecánicos 
fisiológicos como es la puesta en tensión por estiramiento de los tejidos112,113. Su 
liberación también ha sido demostrada tras la aplicación de diferentes formas de terapia 
física como son el masaje103 o la acupuntura114, pudiendo ser este uno de los 
mecanismos a través los cuales estas terapias producen efectos analgésicos.  
3.5 Cortisol	  
El cortisol es una hormona esteroidea producida por la glándula suprarrenal en 
situaciones de estrés115. Su liberación produce disminución de edemas y del dolor a 
través de la inhibición de las primeras etapas del proceso inflamatorio. Altos niveles de 
cortisol en sangre promueven la reparación tisular a través de una facilitación de la 
gluconeogénesis80. Determinar los cambios en la concentración de cortisol parece ser un 
buen indicador de estrés, ya que un estudio realizado por Basset et al.116 demostró una 
correlación positiva entre los niveles de estrés y la cantidad de cortisol secretado. La 
concentración de cortisol ha mostrado ser influida por la terapia manual, ya que 
diferentes estudios han observado una disminución de su concentración tras una terapia 
manual basada en masaje77-79. No obstante, diferentes estudios parecen indicar que la 
concentración de cortisol no es influenciada por la MV80,81,84. 
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3.6 Orexina	  A	  	  
La orexina es un neuropéptido descubierto recientemente (1998) que secretado 
por el hipotálamo participa de forma importante en la toma de alimentos, la homeostasis 
energética, los procesos de adicción y búsqueda de recompensa, y la promoción del 
estado de vigilia117. Se han identificado proyecciones orexinérgicas tanto en la SGPA, 
como en la lámina I y X del asta dorsal de la médula o el ganglio de la raíz dorsal118-121. 
Además, se ha localizado el receptor para la orexina A en las fibras C a su llegada a la 
lámina I122.   
Existe evidencia del papel de la orexina A en la regulación del procesamiento 
nociceptivo a través de mecanismos tanto espinales como centrales, ya que la 
administración intratecal o intraventricular de esta sustancia elimina tanto la alodinia 
mecánica como la hipersensibilidad térmica en múltiples modelos de dolor123,124. En 
modelos de dolor neuropático, Jeong and Holden125 han mostrado que la orexina ejerce 
un papel antinociceptivo. Este papel antinociceptivo no parece estar mediado por el 
sistema opioide, ya que la analgesia derivada de la administración de orexina A no 
revierte con la naloxona123.En un estudio reciente usando ratones se ha mostrado un 
incremento significativo de orexina A al aplicar electroacupuntura126.  
4 EFECTOS	   ADVERSOS	   ASOCIADOS	   A	   LA	   MANIPULACIÓN	  
VERTEBRAL	  
El hecho de que exista evidencia de su eficacia en el manejo de ciertos dolores 
de origen musculoesquelético, y que en una reciente revisión sistemática se haya 
establecido una relación coste-beneficio positiva, tanto si se utiliza de forma aislada o 
asociada a otros tipos de terapia como pueden ser otras formas de terapia manual o 
ejercicio físico 127, hace tentadora la idea de que pueda ser el tratamiento de elección en 
pacientes con dolor de origen musculoesquelético. No obstante, es importante destacar 
que cada vez son más las voces que se alzan para advertir de que su utilización puede 
estar asociada a una serie de efectos adversos para la salud del paciente. 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) define un efecto adverso como 
“cualquier respuesta nociva, no intencionada, que se produce a dosis habituales para la 
profilaxis, diagnóstico, o tratamiento128. Esta definición ha sido tomada prestada del 
contexto farmacéutico. Nykoliation and Mierau129, definen efecto adverso como 
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“cualquier situación con relación causal probada de una acción o tratamiento que resulta 
en detrimento del sujeto”. 
En la literatura científica, el primer caso documentado de aparición de efectos 
adversos asociados a la MV se publica en 1907, donde Roberts et al.130 describen una 
fractura-luxación del atlas. Posterior a esta publicación varios estudios de casos y 
algunos estudios retrospectivos han puesto en entredicho la seguridad de la MV, 
obteniéndose pruebas de la posible de asociación de efectos adversos a la MV. No 
obstante, estos efectos adversos rara vez llegan a ser mortales131-133. 
Debido a la gran variedad de efectos adversos descritos en la literatura tras una 
MV, se hace imprescindible una taxonomía que nos permita jerarquizar dichos efectos 
adversos para poder realizar una valoración más fiable de la relación coste-beneficio 
asociada al uso de la MV en el tratamiento del dolor y la disfunción de origen 
musculoesquelético. 
En un estudio reciente basado en una modificación del método Delphi, Carnes et 
al.134 llegan a una taxonomía de dichos efectos adversos asociados a la terapia manual, 
clasificándolos como: 
− Efectos adversos mayores o catastróficos: se caracterizan por perpetuarse 
en el tiempo, pudiéndose observar a medio y largo plazo. La sintomatología asociada 
puede considerarse entre moderada y severa. Normalmente el propio efecto adverso 
necesita de tratamiento para su mejora o resolución. Estos autores los consideran como 
inaceptables y pueden ser causa de invalidez o defunción. 
− Efectos adversos moderados: se caracterizan por perpetuarse en el tiempo, 
pudiéndose observar a medio y largo plazo. La sintomatología asociada se identifica 
como moderada. Normalmente el paciente requiere de tratamiento para la mejora o 
resolución del efecto adverso, aunque las consecuencias de estos efectos tienen 
características autolimitantes en el tiempo. 
− Efectos adversos leves: se caracterizan por una sintomatología leve y de 
corta duración, no considerándose de importancia. La función del paciente no se ve 
comprometida. Sus efectos son transitorios, no necesitando de tratamiento para su 
resolución ya que las consecuencias son autolimitantes. 
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El grueso de la literatura científica que relaciona efectos adversos a la terapia 
manual hace referencia a efectos adversos producidos por técnicas articulares, más 
concretamente a MV. En una revisión sistemática reciente, Carnes et al.135 estiman la 
incidencia de efectos adversos leves o moderados tras un tratamiento manual en un 41%, 
estableciéndose la mayor parte de ellos en las primeras 24 horas tras el tratamiento y 
resolviéndose a las 48 horas tras el tratamiento. En la misma línea encontramos un 
estudio prospectivo también reciente que establece que un 48% de los pacientes que 
reciben MV describen un recrudecimiento de los síntomas o un síntoma nuevo tras una 
primera intervención, y que hasta un 26% de dichos pacientes refieren algún efecto 
adverso tras la segunda o tercera intervención. Estos efectos adversos se establecen en 
las primeras 48 horas tras la intervención en el 90% de los pacientes y son leves a 
moderados. Los efectos adversos más observados en este estudio son dolor de origen 
musculoesquelético o efectos relacionados con causas musculoesqueléticas, 75% y 72% 
respectivamente. También describen efectos adversos que no se relacionan con causas 
musculoesqueléticas como  cansancio, mareo, nauseas o acufenos en un 19% de los 
sujetos136. Otro estudio prospectivo realizado en Noruega por Senstad et al.137 utilizando 
como muestra 1.058 pacientes y 4.712 tratamientos, establece que el 55% de los sujetos 
sometidos a MV referirán al menos un efectos adverso. Sin embargo, sólo el 25% de los 
tratamientos tiene como resultado al menos un efecto adverso, y el 5% más de un efecto 
adverso. De estos efectos, el 64% tienen comienzo a las 4 horas tras el tratamiento, y de 
este 64%, el 74% desaparecen dentro de las primeras 24 horas. Tan solo el 20% de estos 
efectos tienen comienzo a los 10 minutos del tratamiento. Parece ser que la aparición de 
estos efectos adversos se relacionan con el género y con la duración de los síntomas, de 
manera que, las mujeres tienen mayor probabilidad de sufrir un efecto adverso que los 
hombres, así como pacientes con sintomatología de larga evolución138. 
Del estudio de Senstad et al. también se obtiene que el 50% de los efectos 
adversos asociados a la MV se relacionan con molestias locales, de manera que el 35% 
de los pacientes que refieren efectos adversos serán considerados leves, el 50% 
moderados, el 14% mayores y el 1% catastróficos. Otros efectos adversos asociados a la 
MV que describen estos autores fueron cefalea (12%), sensación de cansancio (11%), 
dolor en otra zona distinta (10%), mareos y nauseas (5%)137.  
Walker et al.139 en un ECA reciente concluyen que el riesgo relativo de padecer 
un efecto adverso tras una MV es similar al que se obtiene al utilizar un tratamiento 
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placebo, valorando que una amplia proporción de los efectos adversos experimentados 
tras un MV puede ser debida al curso natural de la sintomatología del paciente. 
Sin duda alguna los efectos adversos mayores y catastróficos descritos en la 
literatura a pesar de su baja incidencia son una clara llamada de atención para realizar 
una evaluación del ratio coste-beneficio de la MV haciendo especial hincapié en el 
análisis de la aparición de efectos adversos mayores. En este sentido, Rubinstein et al.136 
a pesar de tener una muestra considerable (n=529), no observaron ningún efecto 
adverso mayor asociado a la MV. También Carnes et al.135 obtienen una estimación del 
riesgo de padecer un efecto adverso mayor asociado a una MV muy bajo, estimando que 
un 0,01% de los pacientes, o en un 0,007% de los tratamientos tendrá asociado un 
efecto adverso mayor. Para entender la magnitud del riesgo de sufrir un efecto adverso 
mayor tras una MV, se hace necesario realizar una comparación con otras formas de 
terapia. Por ejemplo, se estima que la MVL es 37.000-148.000 veces más segura que el 
consumo de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y 55.500-444.000 veces más 
segura que la cirugía en el tratamiento de la hernia discal lumbar140. Así mismo, Fries en 
1992, estimó que aproximadamente uno de cada 220 sujetos con dolor de origen 
musculoesquelético medicados con AINES será hospitalizado por complicaciones 
gastrointestinales y que uno de cada 2.200 fallecerá por una reacción adversa asociada 
al consumo de estos141.  Aunque la incidencia de aparición de efectos adversos leves 
tras una MV es alta, realizar una valoración despreciativa del uso de la MV en base a 
este dato puede ser engañosa, ya que estos investigadores también establecen que el 
riesgo relativo de padecer un efecto leve a moderado debido a un tratamiento manual es 
similar al del ejercicio físico, y menor que el de tomar AINES135. 
A pesar de su amplia utilización a lo largo de la historia, de haber sido 
documentada como beneficiosa en el tratamiento del dolor de cuello y espalda baja, y de 
que en las últimas décadas se haya incrementado la frecuencia de su uso142, son cada 
vez más los estudios que advierten de que la MV no es una técnica inocua para el 
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4.1 Efectos	  adversos	  y	  Manipulación	  Vertebral	  Cervical	  
En el raquis, la columna cervical es la región que más incidencia tiene de efectos 
adversos que puedan relacionarse con una MV. En una encuesta realizada en Sudáfrica 
a fisioterapeutas se observó que el 92% de los efectos adversos que se producen tras una 
manipulación se relacionaba con la MVC143. Eriksen et al.144 en un estudio multicentro 
prospectivo estimaron que un 53% de los sujetos sometidos a una MVC alta referirá al 
menos un efecto adverso. 
Con el fin de poder valorar de forma más congruente el riesgo real de la 
utilización de la MVC vamos a utilizar la taxonomía anteriormente descrita.  4.1.1 Efectos	  adversos	  mayores	  o	  catastróficos	  
Al realizar una revisión de la literatura científica, la columna cervical es la 
región que más casos descritos de la asociación entre MV y efectos adversos severos o 
catastróficos tiene. Thiel et al. estimaron en base a su estudio prospectivo que el riesgo 
de padecer un efecto adverso mayor o catastrófico tras una MVC es de 6 cada 100,000 
MVC 11. De estos efectos adversos, los catastróficos son los que más debate y 
especulación han producido al poder ser causa de defunción. En la literatura 
encontramos dos posturas muy enfrentadas. Por un lado, la que advierte del gran peligro 
que conlleva el uso de esta técnica, y que por lo tanto, debería de evitarse o prohibirse 
su utilización133,145,146. Por otro, autores que defienden la dificultad para poder 
correlacionar directamente dichos eventos con la MV, o que defienden que la incidencia 
de dichos eventos es menor que la incidencia obtenida al usar otros tipos de 
intervenciones terapéuticas que son de aceptado uso por la comunidad 
científica136,137,147-149. Entre los efectos adversos catastróficos, los accidentes 
cerebrovasculares son sobre los que más atención y debate hay. 
4.1.1.1 Accidentes	  cerebrovasculares	  	  
Numerosos son los procesos fisiopatológicos que pueden llevar a un accidente 
cerebrovascular (ACV), entre ellos aterosclerosis, una hemorragia secundaria a un 
aneurisma o a una malformación arteriovenosa, o disección arterial. En la columna 
cervical, la disección arterial es un término que engloba tanto a la arteria carótida 
interna (ACI) con a la arteria vertebral (AV)150. La disección arterial se produce por un 
desgarro de la túnica íntima del endotelio del vaso, pudiendo afectarse o no la túnica 
media, para que posteriormente el flujo sanguíneo acceda al espacio entre túnicas, lo 
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que provocará la disección y la producción de un seudoaneurisma. Posteriormente podrá 
provocarse un trombo y la estenosis parcial o total del vaso. La MVC y los ACV por 
disección de la AV o la ACI han sido relacionados desde el informe de Thornton en 
1934. Desde entonces, varios estudios han revisado la relación existente entre la MVC y 
los ACV, estableciéndose un relación de 1 entre 300,000 a 1 entre 5.85 millones de 
manipulaciones cervicales151. Patijn en 1991 determinó que el 65,1% de todas los 
efectos adversos catastróficos relacionados con la MVC eran debido a la lesión de la 
AV152.  
Existe evidencia de que los movimientos en rotación de la columna cervical, 
sobre todo a finales del RM, estresan más a la AV que los movimiento en flexión lateral 
de la columna cervical153. Numerosos autores, entre ellos Nicolai Bogduk, afirman que 
las fuerzas de estrés por distensión de dichas arterias al someterse a estos 
procedimientos pueden ser suficientes para producir la disección de la AV y/o la ACI. 
No obstante, Symons et al. en un estudio anatómico en cadáveres demuestran que el 
segmento V3 (tramo entre el foramen de C2 y el codo que realiza la arteria 
vertebrobasilar  (AVB) en C1 para llegar al foramen magno) durante una MVC 
orientada a los segmentos C2-C4 se estira un 3-5% de su longitud. Este mismo tramo 
llega a estirarse hasta un 13% en el movimiento cervical en rotación realizado de forma 
pasiva. Además, estos autores establecen que el fracaso de la íntima de la AVB se 
produce con fuerzas tensiles de un 58-62%154. Así mismo, Herzog et al. establecen un 
estiramiento de un 2% en la ACI durante una MVC, un estiramiento de un 7% al 
realizar una rotación contralateral, y que la ACI se diseca con un estiramiento de un 
59% de su longitud de reposo155. Siguiendo estas premisas biomecánicas, Symons et al. 
discuten la imposibilidad de que las fuerzas a las que se ven sometidas tanto la AVB y 
la ACI durante una MVC sean suficientes para producir una ACV en un sujeto que no 
tenga una lesión preexistente (disección prodrómica) o una condición preexistente 
(enfermedad del colágeno o agenesia de la íntima), y que si la MVC puede 
desencadenar un ACV, en ese mismo sujeto, los movimientos cervicales normales 
pueden así mismo desencadenar dicho acontecimiento156. 
Aproximadamente el 80% de los sujetos con disección de la AV y/o de la ACI 
refieren cefalea occipital intensa y dolor cervical posterior ipsilateral como primeros 
síntomas157-159, pudiendo ser estas confundidas con un cuadro de dolor de origen 
Achalandabaso A, 2015                                       Introducción 
	   26	  
musculoesquelético. De esta forma, al tratar la columna cervical se puede acelerar el 
proceso, o incluso un proceso autolimitante transformarse en uno catastrófico.  
Según Murphy et al. la evidencia actual parece sugerir que no existe una fuerte 
fundamentación en una relación causal entre la MVC y los ACV, y que una explicación 
a los casos de ACV tras MVC puede ser que sujetos que están padeciendo un episodio 
de ACV acuden al fisioterapeuta para mejorar su cervicalgia o cefalea150. De manera 
que tras la visita al fisioterapeuta el ACV sigue su curso natural. 
Como consecuencia de la disección de la AV o de la ACI, se puede producir un 
trombo. El mecanismo, sería un mecanismo fisiológico de reparación del endotelio, 
donde la agregación plaquetaria daría lugar al trombo160. La aterosclerosis y las 
enfermedades cardiovasculares relacionadas con la producción de placas de ateroma se 
han relacionado con la producción de ACV. A pesar de que en teoría es posible que un 
émbolo pueda liberarse de una placa arterioesclerótica tras una MVC, no existen 
pruebas de que se haya dado ningún caso. También son numerosas las voces que 
postulan cambios degenerativos en la columna cervical como factor precipitante del 
ACV, al poderse lesionar la AV o la ACI por un osteofito. Sin embargo, Grant en 
199472 describió que en 23 de los 26 casos de complicaciones vasculares donde se 
realizaron radiografías sólo se observaron hallazgos normales o degenerativos leves. Así 
mismo, Patijin encontró alteraciones radiográficas degenerativas sólo en 9 de los 59 
casos de lesión de la AV tras una MVC, pero fueron sólo alteraciones leves y no se 
observaron osteofitos152. Además, el hecho de que la edad media de los pacientes en 
riesgo de ACV por MVC es relativamente baja (30 a 45 años), hace que numerosos 
autores descarten estos mecanismos como fuentes de un ACV por MVC. 
A pesar de las fatales consecuencias de dicho efecto adverso, todavía existe 
controversia sobre la magnitud del riesgo de sufrir un ACV por causa directa de una 
MVC alta. Mientras que algunos autores advierten de la fuerte asociación existente 
entre el uso de estas técnicas y los ACV161, otros sugieren que no existe dicha magnitud 
de asociación147. 
Cassidy et al. en un estudio poblacional de casos-controles y casos-cruzados 
(case-crossover) agrupados dentro de la misma investigación realizada en los hospitales 
de Ontario desde 1993 hasta 2002 con una población de 109,020,875 personas a lo largo 
de los 9 años del estudio, encuentra una asociación entre la MVC y los AVC. No 
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obstante, esta asociación no es distinta a la existente entre visitar un médico general y 
padecer un ACV. Estos autores discuten como hipótesis la posibilidad de que al no ser 
posible que los sujetos sufran de un ACV debido al tratamiento del médico general, 
parece razonable pensar que los sujetos que van al médico general con dolor cervical 
y/o cefalea y que desarrollan un ACV estaban en el inicio de un ACV y no que la propia 
intervención produjese la ACV. Al ser las asociaciones similares, estos autores 
concluyen que no existen un exceso de riesgo de padecer un ACV tras una MVC162. 
En una revisión sistemática reciente llevada a cabo por Haynes et al. se concluye 
que no existe evidencia de una fuerte asociación entre la MVC alta y el riesgo de sufrir 
un ACV. No obstante, estos autores también concluyen que no existe evidencia de la 
falta de asociación entre ambos acontecimientos148. Esta falta de consenso podría ser 
explicada por una posible relación causal positiva en sujetos con predisposición a 
padecer  un ACV debido a agenesias de la íntima tanto en la AV como en la ACI, los 
cuales pueden sufrir un ACV como consecuencia de la lesión de la íntima en 
actividades de la vida diaria, como pueden ser el ejercicio físico aeróbico o las 
relaciones sexuales163.  
En una comunidad de Francia, la incidencia anual de disección espontánea de la 
ACI se estima en tres por cada 100,000 sujetos164. Schievink (2001) establece la 
incidencia anual de disección espontanea de la AV en uno por cada 100,000 a 1.5 por 
cada 100,000 sujetos159. Aunque en la actualidad las causas no traumáticas son 
desconocidas, se especula que puede haber un factor de predisposición genética, 
asociándose la disección a agenesias del endotelio vascular, así como a enfermedades 
como el síndrome de Ehlers-Danlos tipo IV o el síndrome de Marfan165,166. Un dato que 
parece apoyar un factor genético es el hecho de que aproximadamente el 5% de los 
sujetos con disección espontánea de la ACI o la AV tienen al menos un miembro en su 
familia que ha sufrido de un episodio similar167. Entre los eventos no traumáticos 
asociados a la disección de estas arterias encontramos eventos triviales como estornudar, 
vomitar, toser, mantener relaciones sexuales, pintar techos o practicar yoga159,163.  
En el 80% de los casos de disección de la AV o de la ACI en los periodos 
iniciales sólo cursan con una importante cefalea y dolor cervical. Dado lo cual, parece 
comprensible que esta sintomatología pueda confundirse con sintomatología de origen 
musculoesquelético y que el uso de una MVC pueda iniciar un embolismo que resulte 
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fatal, o pueda perpetuar una situación que en principio pudiese ser autolimitante, 
conduciendo a graves secuelas o muerte148. 
A pesar del gran debate que suscita, y de que son numerosos los autores que 
apoyan claramente ambas teorías, la mayoría de las revisiones sistemáticas realizadas en 
la literatura muestran una falta de datos concluyentes con los que afirmar o negar la 
existencia de una relación causa efecto entre la MV y los ACV148. 
 Por último, recordar que para establecer un ratio coste-beneficio más 
realista, sería adecuado realizar una comparación de incidencias de este tipo de efectos 
adversos asociados a la MVC, con efectos adversos de índole similar asociados a otros 
tipos de medidas terapéuticas que se consideran seguras. En una revisión realizada por 
Dabbs V y Lauretti WJ se concluye que la MVC es varios cientos de veces más seguro 
en el tratamiento del dolor cervical que el uso de AINES, y que además no existe 
evidencia que indique que el uso de AINES sea más efectivo que la MVC en el manejo 
del dolor cervical168. 
4.1.1.2 Parálisis	  	  
Otro efecto adverso severo asociado con la MVC seria la pérdida parcial o total 
de la función motora. Recientemente han sido publicados en prensa y en publicaciones 
científicas, casos de sujetos que tras someterse a una técnica de MVC han desarrollado 
algún grado de parálisis en una o varias de sus extremidades169-171.  
4.1.1.3 Hernias	  Discales	  	  
La MVC se ha asociado con el agravamiento o inicio de una hernia discal que 
precipite el recrudecimiento o el inicio de una radiculopatía o mielopatía cervical172-175. 
A pesar  de que en la literatura se describen casos de agravamiento o inicio de 
radiculopatías o mielopatías cervicales tras un MVC, estos datos están basados en 
escasos estudios de casos lo que hace difícil establecer una relación causa-efecto y 
generalizarla. Autores como Murphy y Beres, advierten que es complicada la relación 
ya que el curso de la afectación del paciente por la que busca el tratamiento puede ser el 
desencadenante de la radiculopatía o mielopatía176.   
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4.1.1.4 Otros	  	  
En la literatura científica se describen como efectos adversos mayores asociados 
a una MVC; fractura cervical (proceso odontoideo)130,177, parálisis diafragmática178,179, 
síndrome de hipotensión intracraneal180, hematoma epidural cervical181, pérdida de 
líquido cefalorraquídeo182 y problemas oftalmológicos183. 4.1.2 Efectos	  adversos	  leves	  y	  moderados:	  
La incidencia de efectos adversos moderados se estima en uno de cada 40,000 
MV184. Los efectos adversos no mayores o catastróficos que se correlacionan con la 
MVC pueden ser de naturaleza musculoesquelética o de naturaleza no 
musculoesquelética. 
4.1.2.1 Efectos	  adversos	  leves	  y	  moderados	  de	  naturaleza	  musculoesquelética	  
La mayor parte de los efectos adversos leves y moderados que se correlacionan 
con la MVC son de naturaleza musculoesquelética, siendo de más predominio el 
recrudecimiento del dolor o la aparición de dolor musculoesquelético referido. Thiel et 
al.11 en un estudio prospectivo basado en una encuesta nacional entre quiropractores del 
Reino Unido concluyen que los efectos adversos que se producen pronto tras una MVC 
son predominantemente de origen musculoesquelético. El efecto adverso más frecuente 
es el recrudecimiento del dolor cervical (7.3% de los casos). Otros efectos adversos 
observados por este grupo son: dolor en la extremidad superior (4.8%), disminución de 
la movilidad del cuello y/o la extremidad superior (3.9%). En la misma línea, en un 
estudio prospectivo realizado por Eriksen et al.144 se observa que el 38.1% de los 
efectos adversos eran de naturaleza musculoesquelética con un valor 3.4 en la escala 
numérica de dolor de 11 puntos (donde 0 corresponde a ausencia de dolor y 10 a dolor 
máximo), y sólo el 5.1% de los pacientes refirieron un efecto adverso ≥8 en la escala 
numérica de dolor. Así mismo, estos autores también observan que el 54% de los 
efectos adversos tuvieron un comienzo dentro de las primeras 24 horas. 
4.1.2.2 Efectos	  adversos	  leves	  y	  moderados	  de	  naturaleza	  no	  musculoesquelética	  	  
Numerosos efectos adversos de naturaleza no musculoesquelética se han 
asociado al uso de la MVC. A pesar de que los efectos adversos de naturaleza simpático 
refleja parecen predominar, ciertos efectos adversos parecen relacionarse con 
mecanismos centrales. Thiel et al.11 observaron efectos adversos que pueden 
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relacionarse con sintomatología de origen neurológica como desvanecimiento (3.9%), 
vértigos (1.3%) y desorientación (1.1%). Estos autores también encontraron tras 7 días 
cefalea (4%), parestesias en la extremidad superior (1.5%) y 
desvanecimiento/vértigo/desorientación (1.3%). Eriksen et al.144 también apreciaron 
cansancio (10.4%), dolor irradiado (6.3%), inestabilidad (4.9%) y cefalea (4.2%). 
Advirtiendo que síntomas de naturaleza no musculoesquelética como la nausea, el 
vértigo o la inestabilidad son raros, constituyendo no más del 5% de todos los efectos 
adversos descritos en la literatura. 
4.2 Efectos	  adversos	  y	  Manipulación	  Vertebral	  Torácica	  
La información registrada en la literatura científica que relaciona la MVT con 
efectos adversos es escasa. Esto puede deberse a una falta de registro de dichos eventos, 
o a ser una región que debido a sus características anatómicas, la utilización de MV no 
conlleva la aparición de efectos adversos.  
Casi todos los efectos adversos registrados tras una MVT se basan en estudios 
de casos. Un caso reciente relacionado con un efecto adverso severo es descrito por 
Struewer et al.184 donde un varón de 17 años sufrió un hematotórax secundario a una 
MVT sin la existencia de fracturas vertebrales asociadas. Otro caso de efecto adverso 
severo tras una MVT es descrito por Masneri et al.185, y consiste en la aparición de un 
neumotórax secundario a la utilización de una MVT en una mujer de 20 años. 
Nykoliation y Mierau129 describen el caso de una mujer de 32 años con dolor 
escapulotorácico crónico secundario a una MVT. 
4.3 ¿Cómo	  disminuir	  la	  incidencia	  de	  los	  efectos	  adversos?	  
Con el fin de disminuir la frecuencia y magnitud de los efectos adversos 
asociados a la MV, numerosos autores proponen unas pautas a la hora de realizar una 
MV72: 
- No realizar múltiples manipulaciones a lo largo de una sesión. Parece ser 
que realizar varias intervenciones en una única sesión se asocia con un aumento de la 
probabilidad de que se produzca un efecto adverso. 
- No realizar una MV sin haber determinado previamente los efectos de la 
movilización articular pasiva de baja velocidad sobre ese segmento. Numerosos autores 
han puesto en evidencia que algunos sujetos son susceptibles de padecer efectos 
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adversos tras la utilización de maniobras articulares de baja velocidad. De manera que 
parece lógico realizar estas maniobras previas a la utilización de una MV ya que con 
estas maniobras se puede controlar la magnitud de la dosis. 
- Realizar una reevaluación del paciente para determinar la eficacia de la 
MV en la mejora de la sintomatología del paciente y si apareció algún efecto adverso 
atribuible a ésta que contraindique una nueva exposición a la técnica, o la necesidad de 
realizarla sobre otra región vertebral.  
- Evitar utilizar la MV utilizando un amplio rango de movimiento 
fisiológico. Para esto se propone utilizar al menos dos movimientos fisiológicos para la 
puesta en tensión. En la columna cervical superior, evitar las técnicas en rotación pura o 
rotación más extensión. Klougart et al186. concluyeron que en los procedimientos 
basados en rotación de la columna cervical alta se  tienen más probabilidad de padecer 
un efecto adverso moderado a severo, que en los procedimientos sin rotación en esta 
misma región. 
- Evitar las técnicas con un componente de tracción (columna cervical). Ya 
que este componente pone en mayor estrés el componente vascular.  
- Aplicar la MV con la menor cantidad de fuerza necesaria para la 
consecución del objetivo de la técnica. Tanto Grieve como Bogduk advierten de la 
relación que existe en los casos publicados de complicaciones por manipulación entre la 
utilización de fuerza excesiva empleada en la MV y las complicaciones secundarias 
atribuibles a la MV72. 
5 MARCADORES	  DE	  DAÑO	  TISULAR	  
La determinación de biomarcadores de daño tisular ha sido ampliamente 
utilizada tanto en el ámbito biomédico, como en el ámbito deportivo para poner de 
manifiesto lesiones tisulares de cualquier tipo. Estos biomarcadores son proteínas o 
enzimas celulares que normalmente se localizan en el interior de determinadas células, 
de manera que la detección de estos biomarcadores en plasma se considera clave para 
poder determinar que dichas células se han disgregado y que por tanto existe lesión 
histológica. Se conocen una gran variedad de biomarcadores en función del tejido y el 
tipo de lesión que se quiera detectar. De todas ellas, algunas proteínas como la 
creatinfosfoquinasa (CPK), la lactato deshidrogenasa (LDH), la aldolasa, la mioglobina 
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y la troponina han sido ampliamente utilizadas como marcadores de daño tisular al ser 
detectados a niveles anormales en sangre187-191.  
5.1 Creatínfosfoquinasa	  
La creatinfosfoquinasa (CPK) es uno de los biomarcadores más extensamente 
utilizados para determinar si existe daño tisular en la musculatura estriada a través de 
muestras sanguíneas, a pesar de que para la diferenciación entre lesiones histológicas de 
músculo esquelético y de músculo cardiaco otros parámetros tienen mayor 
sensibilidad192. La CPK es una enzima intracelular del metabolismo energético que 
cataliza la reacción reversible de ceder un fosfato a la creatina para formar creatina 
fosfato a partir de  adenosín trifosfato (ATP).  
5.2 Troponina	  
Se la considera uno de los biomarcadores de daño tisular más adecuado para la 
diferenciación entre lesiones de músculo esquelético y cardiaco. La Troponina es un 
complejo proteínico regulador de la función contráctil del músculo estriado que, medida 
en sus subunidades, permite dicha distinción. Sorichter et al.193 concluyeron que la 
troponina parece ser un biomarcador mejor que la CPK para la determinación de daño 
tisular del músculo esquelético, siendo utilizada ampliamente en el ámbito deportivo, 
más concretamente en ejercicios extenuantes194.  
5.3 Mioglobina	  
La mioglobina es una hemo-proteína presente en el músculo estriado, cuya 
función es almacenar oxígeno en la célula, a través de una unión reversible con el 
oxígeno, y transportarlo hasta la mitocondria, jugando un papel importante en el 
metabolismo aeróbico de la célula. Brancaccio et al.187 determinaron que la presencia de 
mioglobina fuera de las células musculares estriadas es de gran valor para determinar la 
presencia de daño histológico en dichas células. 
5.4 Proteína	  C	  reactiva	  
La proteína C reactiva (PCR) es un biomarcador no específico de inflamación 
sintetizado por los hepatocitos. Ante infección y/o inflamación, puede aumentarse de 
forma significativa su producción. En la fase aguda inflamatoria este aumento puede ser 
de entre 100 y 1000 veces su valor inicial195. De manera que la PCR es ampliamente 
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utilizada en la determinación de daño histológico al ser considerada un marcador 
sensible de inflamación y daño tisular196. 
5.5 Enolasa	  neuro-­‐específica	  
La enolasa neuro-específica (ENS), es considerada como el marcador enzimático 
más específico de daño neuronal197. La ENS es una isoenzima encontrada en las 
neuronas tanto centrales como periféricas, observándose una elevación significativa 
tanto en plasma como en líquido cefalorraquídeo tras una lesión de estas células198. Se 
ha encontrado que la ENS tiene un gran valor predictivo de secuelas neurológicas tras 
un accidente anóxico y que su liberación, tanto plasmática, como en líquido 
cefalorraquídeo, se correlaciona con la extensión y duración de procesos isquémicos 
cerebrales197,199.  
5.6 Aldolasa	  
La aldolasa es una enzima glicolítica que desempeña un papel central en el 
metabolismo energético200. Al ser una enzima citoplasmática, la determinación de los 
niveles plasmáticos de dicha enzima se utiliza con frecuencia para la determinación de 
lesiones histológicas. 
5.7 Lactato	  deshidrogenasa	  
La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmática que interviene en 
el metabolismo energético y se haya presente en la mayoría de los tejidos humanos. En 
la glicolisis anaeróbica, actúa catalizando una reacción redox reversible a través de la 
cual el piruvato es reducido a lactato, de manera que es esencial para la producción de 
ATP. También participa en la glucogénesis en tejidos aeróbicos como el corazón, donde 
el lactato es usado como fuente de energía201. Al ser una enzima citoplasmática, la 
determinación de los niveles plasmáticos de dicha enzima se utiliza con frecuencia para 
la determinación de lesiones histológicas. 
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PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN                                          . 
PLANTEAMIENTO	  DEL	  PROBLEMA	  
Se reconoce que los cuadros de dolor y disfunción de origen musculoesquelético 
tanto lumbares, como dorsales o cervicales, generan un elevado coste social y sanitario. 
Ésto es debido en una parte a la demora en la reincorporación a la vida laboral, y en otra 
a una percepción empobrecida de su calidad de vida (problemas para conciliar el sueño 
e irascibilidad entre otros aspectos).  
El abordaje de esta patología es amplio, siendo competencia de varios 
profesionales sanitarios como los médicos o los fisioterapeutas. Dentro de la fisioterapia, 
una de las técnicas más utilizadas en el manejo de estas condiciones es la MV. A pesar 
de ser una técnica utilizada desde antes de la era científica, de ser ampliamente utilizada 
por diversos terapeutas, y de haber mostrado ser eficaz en el alivio del dolor y la mejora 
la función, hoy en día los mecanismos por los cuales es eficaz aun no están claramente 
descritos. Se valoran varias hipótesis de mecanismo de acción sobre el dolor como son; 
los efectos inhibitorios segmentarios, o los efectos inhibitorios descendentes. 
Numerosos autores a su vez advierten del peligro de usar la MV por los posibles 
efectos adversos que puedan estar asociados a su utilización. Mientras que la MVC 
sostiene prácticamente el grueso de la literatura sobre los efectos adversos asociados a 
una MV, la MVT apenas a referido casos a pesar de ser la región torácica donde más 
MV se realizan. Una de las hipótesis que explican la posible causa de estos efectos 
adversos es la asociación entre lesiones de los tejidos y las MV. Parece necesario 
corroborar dicha afirmación o bien refutarla para poder tener un conocimiento más 
exhaustivo de las indicaciones de la MV. 
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OBJETIVOS                                                                                   . 
Objetivo General: 
El objetivo general de esta tesis Doctoral es determinar si tras una MVT o una 
MVC se producen cambios inmediatos en la concentración plasmática de químicos que 
puedan justificar alguno de los mecanismos de la MV (Artículos I Y II), y si la 
intervención produce lesiones histológicas (Artículo III). 
 
Objetivos Específicos: 
− Analizar la concentración plasmática de NT, OT, SP, ON, orexina A y 
cortisol previa a la MVC y posterior a ella (Artículos I y II). 
− Determinar si la MVC tiene como efecto, un cambio significativo en las 
concentraciones plasmática de NT, OT, SP, ON, orexina A y cortisol (Artículos I y II). 
− Analizar la concentración plasmática de NT, OT, SP, ON, orexina A y 
cortisol previa a la MVT y posterior a ella (Artículos I y II). 
− Determinar si la MVT tiene como efecto, un cambio significativo en las 
concentraciones plasmática de NT, OT, SP, ON, orexina A y cortisol (Artículos I y II). 
− Analizar la percepción del dolor en localizaciones proximales y distales, 
valoradas a través de la obtención de los UDP en dichas localizaciones (Artículo II). 
− Determinar si la MVC tiene como efecto un cambio significativo sobre 
los UDP locales y a distancia(Artículo II). 
− Determinar si la MVT tiene como efecto un cambio significativo sobre 
los UDP locales y a distancia(Artículo II). 
− Analizar las concentraciones plasmáticas de LDH, CPK, PCR, ENS, 
troponina, mioglobina y aldolasa, previa a la MVC y posterior a ella (Artículo III). 
− Determinar si la MVC tiene como efecto, un cambio significativo en las 
concentraciones plasmática de LDH, CPK, PCR, ENS, troponina, mioglobina y aldolasa 
(Artículo III). 
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− Analizar las concentraciones plasmáticas de LDH, CPK, PCR, ENS, 
troponina, mioglobina y aldolasa, previa a la MVT y posterior a ella (Artículo III). 
− Determinar si la MVT tiene como efecto, un cambio significativo en las 
concentraciones plasmática de LDH, CPK, PCR, ENS, troponina, mioglobina y aldolasa 
(Artículo III). 
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 MATERIAL Y MÉTODOS                                                         . 
Todos los estudios que componen la presente tesis fueron aprobados por el 
Comité de Ética de la Universidad de Jaén. 
El diseño de la presente tesis se describe a continuación. Los análisis 
bioquímicos realizados en cada uno de los estudios, así como la metodología estadística 
se encuentran descritos en los artículos tal cual han sido publicados. 
Sujetos: 
A todos los sujetos se les explicó por escrito y verbalmente en qué consistía el 
experimento y firmaron un consentimiento informado, accediendo a participar en él de 
manera libre y voluntaria. 
Treinta sujetos cumplieron los criterios de inclusión y fueron aleatorizados en 
tres grupos con un n=10. 
Intervenciones: 
Manipulación cervical: se realizó una movilización de alta velocidad y corta 
amplitud de recorrido sobre la columna cervical segmentos (C4-C5). El paciente estaba 
en decúbito supino y para llegar a final de rango fisiológico se usó la combinación de 
una rotación izquierda de unos 30º e inclinación contralateral. El impulso consistió en 
un movimiento de rotación puro de corto recorrido y gran velocidad. 
Manipulación torácica: se realizó una movilización de alta velocidad y corta 
amplitud de recorrido sobre la columna torácica segmentos (T3-T4). El paciente estaba 
en decúbito supino con los brazos cruzados sobre el pecho. El impulso consistió en un 
movimiento anteroposterior de corto recorrido y gran velocidad. 
Extracción sanguínea: a todos los sujetos se les realizó una extracción de sangre 
antes, después y a las dos horas de la intervención. Las muestras sanguíneas fueron 
extraídas por venopuntura de la vena cefálica usando un sistema Vacutainer (Becton-
Dickinson, United Kindom).  
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Estudio I: Changes in Biochemical Markers of Pain Perception and Stress 
Response After Spinal Manipulation. 
Determinación de la concentración plasmática de NT, OT, orexina a y Cortisol a 
través del sistema Luminex®. La determinación de la concentración plasmática fue 
llevada a cabo en la Universidad de Granada. 
Estudio II: Immediate effects of spinal manipulation on nitric oxide, substance P 
and pain perception. 
Determinación de la concentración plasmática de SP a través del sistema 
Luminex® y de ON por el procedimiento de Braman y Hendrix. La determinación de la 
concentración plasmática de sustancia P fue llevada a cabo en la Universidad de 
Granada. La determinación de ON se realizó en la Universidad de Jaén. 
Determinación de los UDP a través de un algómetro de presión en tres 
localizaciones: sobre la proyección de la articulación cigapofisaria (C5-C6), sobre el 
epicóndilo lateral y sobre el músculo tibial anterior. En cada localización se realizaron 
tres medidas y se estableció la media de las tres medidas como el valor real. 
Estudio III:  Tissue damage markers after a spinal manipulation in healthy 
subjects: A preliminary report of a randomized controlled trial. 
Determinación de la concentración en suero de CPK, LDH, y aldolasa a través 
de un procedimiento enzimático en el analizador OLYMPUS AU5400 (Beckman-
Coulter, USA). Determinación de la concentración en suero de Troponina-I y ENS a 
través de quimioluminiscencia (Dimension EXL, Siemens, Germany). Determinación 
de la concentración en suero de CRP a través de un procedimiento de turbidimetría 
(OYMPUS AU5400 Analyzer, Beckman-Coulter, USA). Determinación de la 
concentración en suero de mioglobina a través de un inmunoanálisis enzimático 
(Dimension EXL, Siemens, Germany). Todos las determinaciones fueron realizadas en 
el Hospital Médico-Quirúrgico del Complejo Hospitalario de Jaén. 
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En las tablas 1, 2 y 3 se muestra el Material y los Métodos utilizados en los 
diferentes artículos que componen la presente tesis. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN                                                   . 
Los resultados y la discusión de la presente tesis se exponen en los artículos tal 
cual han sido publicados. 
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ARTÍCULO I 
	  
CHANGES IN BIOCHEMICAL MARKERS OF PAIN 
PERCEPTION AND STRESS RESPONSE AFTER SPINAL 
MANIPULATION 
                                                                                                          .	  
Plaza-Manzano G, Molina-Ortega F, Lomas-Vega R, Martínez-Amat A, Achalandabaso 
A, Hita-Contreras F	  





Achalandabaso A, 2015                                             Artículos 
	   65	  
journal of orthopaedic & sports physical therapy | volume 44 | number 4 | april 2014 | 231
[ RESEARCH REPORT ]
Spinal manipulation (SM) is a common treatment approach for pain reduction in low back and neck disorders.37,38,41 The effectiveness of SM to treat musculoskeletal pain, such as spinal pain, has been summarized in recent Cochrane reviews.32,56
Overall, the evidence suggests that 
SM provides improvements in pain re-
lief, though similar results have been de-
scribed in other competing treatments, 
such as general practitioner manage-
ment, medication, and exercise, in pa-
tients with musculoskeletal pain.6,7 It has 
been shown that the presence of pain in-
duces changes in the anatomy and func-
tion of the central and peripheral nervous 
systems.20,46,53 Therefore, research on an 
asymptomatic population may be impor-
tant to accurately determine the antinoci-
ceptive mechanism of SM. Several studies 
in asymptomatic subjects have shown 
that SM techniques induce changes in 
physiological reflexes,28 increase neu-
romuscular excitability,22 and modify 
sensitivity.30
The mechanisms through which 
SM alters musculoskeletal pain are still 
unknown. However, current evidence 
suggests an interaction between the 
mechanical stimulus and the associated 
neurophysiological responses,6,51 includ-
ing rapid hypoalgesia with concurrent 
sympathetic nervous system and mo-
tor system excitation, similar to those 
generated by direct stimulation of the 
periaqueductal gray matter.61,68 Recent 
animal studies show that the analgesia 
produced by joint mobilization involves 
serotonin and noradrenaline receptors 
in the spinal cord, thereby performing a 
supporting role for central mechanisms 
of pain modulation.60 Several neuropep-
tides, such as neurotensin,23 oxytocin,29 
or orexin A,3 have been associated with 
hypoalgesia and pain modulation, and it 
is well known that cortisol plays an anal-
gesic role related to stress responses.4,44 
Recent theories have also suggested that 
chronic pain could be partly maintained 
by maladaptive physiological responses of 
the organism facing a recurrent stressor, 
a situation related to high cortisol lev-
els.45,66 To our knowledge, there is a lack 
of studies analyzing changes in these no-
ciception-related biochemical markers in 
response to manual therapy.
 !STUDY DESIGN: Controlled, repeated-mea-
sures, single-blind randomized study.
 !OBJECTIVES: To determine the effect of 
cervical or thoracic manipulation on neurotensin, 
oxytocin, orexin A, and cortisol levels.
 !BACKGROUND: Previous studies have re-
searched the effect of spinal manipulation on pain 
modulation and/or range of movement. However, 
there is little knowledge of the biochemical process 
that supports the antinociceptive effect of spinal 
manipulation.
 !METHODS: Thirty asymptomatic subjects 
were randomly divided into 3 groups: cervical 
manipulation (n = 10), thoracic manipulation (n = 
10), and nonmanipulation (control) (n = 10). Blood 
samples were extracted before, immediately after, 
and 2 hours after each intervention. Neurotensin, 
oxytocin, and orexin A were determined in plasma 
using enzyme-linked immuno assay. Cortisol was 
measured by microparticulate enzyme immuno 
assay in serum samples.
 !RESULTS: Immediately after the intervention, 
significantly higher values of neurotensin (P<.05) 
and oxytocin (P<.001) levels were observed with 
both cervical and thoracic manipulation, whereas 
cortisol concentration was increased only in the 
cervical manipulation group (P<.05). No changes 
were detected for orexin A levels. Two hours after 
the intervention, no significant differences were 
observed in between-group analysis.
 !CONCLUSION: The mechanical stimulus pro-
vided by spinal manipulation triggers an increase 
in neurotensin, oxytocin, and cortisol blood levels. 
Data suggest that the initial capability of the 
tissues to tolerate mechanical deformation affects 
the capacity of these tissues to produce an induc-
tion of neuropeptide expression. J Orthop Sports 
Phys Ther 2014;44(4):231-239. Epub 22 January 
2014. doi:10.2519/jospt.2014.4996
 !KEY WORDS: cortisol, neurotensin, orexin A, 
oxytocin, spinal manipulation
1Department of Physical Medicine and Rehabilitation, Faculty of Medicine, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Spain. 2Department of Health Sciences, Universidad de 
Jaén, Jaén, Spain. The protocol for this study was approved by the Ethical Committee in Clinical Research of the Universidad de Jaén, Jaén, Spain. The authors certify that they 
have no affiliations with or financial involvement in any organization or entity with a direct financial interest in the subject matter or materials discussed in the article. Address 
correspondence to Dr Fidel Hita-Contreras, Department of Health Sciences (B-3/272). Universidad de Jaén. Campus Las Lagunillas s/n, 23071 Jaén, Spain. E-mail: fhita@ujaen.
es ! Copyright ©2014 Journal of Orthopaedic & Sports Physical Therapy®
GUSTAVO PLAZA-MANZANO, PT1  •  FRANCISCO MOLINA, PT, PhD2  •  RAFAEL LOMAS-VEGA, PT, PhD2
ANTONIO MARTÍNEZ-AMAT, PhD2  •  ALEXANDER ACHALANDABASO, PT1  •  FIDEL HITA-CONTRERAS, MD, PhD2
Changes in Biochemical Markers  
of Pain Perception and Stress Response 
After Spinal Manipulation


































































































Achalandabaso A, 2015                                             Artículos 




232 | april 2014 | volume 44 | number 4 | journal of orthopaedic & sports physical therapy
[ RESEARCH REPORT ]
There are controversial opinions re-
garding the antinociceptive effects of 
SM according to the site of application. 
Some authors have reported that cervical 
manipulation may produce better analge-
sic effects than thoracic manipulation,52 
and other authors have not detected 
differences in pain relief between the 2 
techniques.43 To make better therapeu-
tic decisions, professionals would profit 
from knowing whether one type of SM 
is better than others in terms of antino-
ciceptive effects. Taking these data into 
account, our purpose was to determine 
whether cervical and thoracic manipu-
lation would induce differences in neu-
ropeptide production or have a similar 
biochemical response. The aim of this 
study was to evaluate the effects of cer-
vical and thoracic SM on the plasmatic 
concentration of biochemical markers 
(neurotensin, orexin A, oxytocin, and 
cortisol). This study represents a prelimi-
nary step in advancing the understand-
ing of the underlying mechanisms of SM 
treatment and its effects.
METHODS
Subjects
The sample population consisted of graduate students who responded to advertisements placed in the Uni-
versity of Jaén (Spain). All subjects signed 
an informed consent form approved 
by the University of Jaén Institutional 
Review Board prior to participating in 
the study. Participants were verbally 
screened for their history of neck pain 
and for current use of any drug. Those 
who had 1 or more of the following con-
ditions were excluded from the study: 
contraindication to manipulation, his-
tory of whiplash or cervical surgery, pain 
related to cervical spine or arm in the 
previous month, headache in the previ-
ous days, spinal manipulative therapy in 
the previous 2 months, or loss of standing 
balance. The study was approved by the 
Ethical Committee in Clinical Research 
of the University of Jaén, and the proto-
col was performed following the Ethical 
Principles for Medical Research in Hu-
mans of the Declaration of Helsinki.
Interventions
SM procedures consisted of standard 
techniques performed as described by 
Gibbons and Tehan.31 The thoracic SM 
technique involved a high-velocity, end-
range, anterior-posterior force through 
the elbows to the middle thoracic spine 
(T3-4) on the lower thoracic (T4-5) spine 
in a supine position, with the patient’s 
arms crossed (FIGURE 1). The cervical 
manipulation involved a high-velocity, 
midrange, left rotational force to the mid 
cervical spine (C4) on the lower cervical 
spine (C5) in supine, with left rotation 
and right sidebending (FIGURE 2).
Blood samples and active cervical ro-
tation movement were obtained from all 
subjects before, immediately after, and 2 
hours after the intervention. Confound-
ing factors such as time of day (circadian 
rhythms), prior diet, and activity patterns 
were controlled in the 2-hour period 
prior to reassessment. All interventions 
were performed at the same time of day 
for each participant.
Outcome Measures
Extracting Blood Samples and Obtain-
ing Serum/Plasma  Serum samples were 
extracted by venipuncture of the cephalic 
vein, according to a standardized proto-
col36 that used a Vacutainer system (Bec-
ton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, NJ). Blood was collected in a tube 
for serum (Vacutainer SST II Advance, 
model 367953) and a tube for plasma 
(Vacutainer PST II Advance, model 
367374) separation. After blood extrac-
tion, tubes stood at room temperature for 
1 hour until the blood clotted. Afterward, 
the tubes were centrifuged for 10 min-
utes at 2000g (Avanti J-30I; Beckman 
Coulter, Inc, Brea, CA). Supernatant was 
collected, aliquoted, and kept at –80°C 
until used.
Neuropeptide Quantification  It has been 
shown that neurotensin is implicated in 
analgesia via its actions within central 
and peripheral pain modulatory cir-
cuits,23 oxytocin plays an antinociceptive 
role in the central nervous system,2 and 
orexin is involved in nociceptive sensory 
processes.3,24 Neuropeptides were de-
termined by a Luminex (Luminex Cor-
poration, Austin, TX) assay (Milliplex; 
EMD Millipore Corporation, Billerica, 
MA). This kit allows the simultaneous 
quantification of neurotensin, orexin A, 
and oxytocin (Milliplex HNP-35K; EMD 
Millipore Corporation). Plasma samples 
were thawed at room temperature and 
processed following recommendations 
from the manufacturer. Neuropeptide 
data were normalized with the total 
protein concentration of each sample, 
which was calculated using the Bradford 
assay.10 Cortisol has been found to corre-
late inversely with pain intensity, and in 
this sense, a specific increase of cortisol 
has been proven to have an antinocicep-
tive effect.1 Cortisol concentration was 
determined in serum samples using the 
microparticulate enzyme immuno assay 
in the AxSYM analyzer (Abbott Labo-
FIGURE 1. Thoracic spinal manipulation.
FIGURE 2. Cervical spinal manipulation.
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ratories, Abbott Park, IL) following the 
manufacturer’s recommendations.
Statistical Analysis
Data for continuous variables were ex-
pressed as mean ! SD. Categorical data 
were expressed as frequencies and per-
centages. The Kolmogorov-Smirnov and 
Levene tests were performed to assess 
normality and homoscedasticity, respec-
tively. A 3-by-3, mixed-model analysis of 
variance (ANOVA) was performed to test 
the effect of the factor (control, thoracic 
manipulation, and cervical manipula-
tion) on the dependent variables (range 
of motion and concentration of neuroten-
sin, orexin A, oxytocin, and cortisol). The 
hypothesis of interest was the group-by-
time interaction. Additionally, to find out 
if there was any significant interaction, a 
Bonferroni pairwise comparison was per-
formed. Pearson correlation coefficients 
were used to analyze the relations be-
tween continuous variables. Eta-square 
and adjusted R2 were used for measuring 
effect sizes. Management and data analy-
sis were performed using the statistical 
package SPSS for Windows Version 17.0 
(SPSS Inc, Chicago, IL) and MedCalc 
Version 12.5 (MedCalc Software bvba, 
Ostend, Belgium). The level of statistical 
significance was set at P<.05.
RESULTS
Out of the 35 participants screened, 30 subjects (46.7% women; mean ! SD age, 27.8 ! 
4.2 years) satisfied the eligibility criteria, 
agreed to participate, and were random-
ized by sealed-envelope selection into the 
cervical SM group (n = 10), the thoracic 
SM group (n = 10), or a control group 
that did not receive any treatment (n = 
10) (FIGURE 3). Baseline characteristics of 
participants are shown in TABLE 1.
Assessed for eligibility, n = 35
Excluded, n = 5:
• Previous spine manipulation, n = 4
• Pharmacological treatment, n = 1
















Control group, n = 10
Lost to follow-up, n = 0 Lost to follow-up, n = 0 Lost to follow-up, n = 0
Cervical manipulation group, n = 10 Thoracic manipulation group, n = 10





FIGURE 3. Flow diagram of the study.
TABLE 1 Baseline Characteristics of Participants*
Abbreviation: BMI, body mass index.
*Values are mean ! SD unless otherwise indicated.





Age, y 27.80 ! 4.16 25.80 ! 3.22 29.80 ! 4.52 27.80 ! 3.99
Weight, kg 69.50 ! 12.94 70.80 ! 4.94 69.00 ! 14.95 68.70 ! 17.00
Height, m 1.73 ! 0.09 1.75 ! 0.07 1.73 ! 0.11 1.73 ! 0.08
BMI, kg/m2 22.98 ! 3.19 23.20 ! 1.41 22.93 ! 3.60 22.82 ! 4.23
Gender, n (%)
Male 16 (53.3) 6 (60.0) 5 (50.0) 5 (50.0)
Female 14 (46.7) 4 (40.0) 5 (50.0) 5 (50.0)
Student, n (%)
No 17 (56.7) 4 (40.0) 8 (80.0) 5 (50.0)
Yes 13 (43.3) 6 (60.0) 2 (20.0) 5 (50.0)
Married, n (%)
No 22 (73.3) 7 (70.0) 7 (70.0) 8 (80.0)
Yes 8 (26.7) 3 (30.0) 3 (30.0) 2 (20.0)
Smoker, n (%)
No 17 (56.7) 8 (80.0) 4 (40.0) 5 (50.0)
Yes 13 (43.3) 2 (20.0) 6 (60.0) 5 (50.0)
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Neurotensin Concentration  
in Blood Samples
The 3-by-3, mixed-model ANOVA re-
vealed a significant interaction of time 
by group for neurotensin concentration 
(P = .029), with an eta-square value of 
18% (TABLE 2). On the other hand, with-
in-group comparisons in cervical and 
thoracic manipulation groups showed a 
significant increase in neurotensin lev-
els immediately postintervention com-
pared with preintervention levels (P<.05) 
(TABLE 3). For the between-group analysis 
(FIGURE 4A), statistically significant differ-
ences were found on posttreatment mea-
surements between the control group 
and the thoracic manipulation group 
(mean difference, –3.87; 95% confidence 
interval [CI]: –6.00, –0.74; P = .012) 
and between the control and the cervical 
manipulation groups (mean difference, 
–4.86; 95% CI: –7.99, –1.74; P = .001).
Orexin A Concentration in Blood Samples
A 3-by-3, mixed-model ANOVA did not 
show a significant interaction of group by 
time for orexin A concentration in blood 
samples (P = .210) (TABLE 2). The effect 
size, measured by eta-square, was 10%. 
At the descriptive level, an important 
decrease in orexin A concentration was 
detected after the intervention in the tho-
racic SM group in comparison with the 
control group (mean difference, 47.16; 
95% CI: –4.78, 99.10; P = .085), although 
this decrease did not reach statistical sig-
nificance (FIGURE 4B).
Oxytocin Concentration  
in Blood Samples
The group-by-time interaction was sig-
nificant for oxytocin plasma concentra-
tion (P<.001). The effect size, measured 
by eta-square, was 62% (TABLE 2). An 
increase in oxytocin concentration was 
detected just after the intervention in 
both the cervical SM group (mean dif-
ference, –200.58; 95% CI: –271.03, 
–130.12; P<.001) and the thoracic SM 
group (mean difference, –96.42; 95% 
CI: –166.87, –25.96; P = .005) when 
compared with the control group. In 
TABLE 2
Intergroup Comparison  
of Neuropeptide Levels*
*Values are mean ! SD unless otherwise indicated.
†Time by group.
‡Concentration of neuropeptides in plasma samples (pg/mg of total protein).
§Concentration of cortisol in serum samples (pg/mg of total protein).
Preintervention
0 h  
Postintervention
2 h  
Postintervention P Value† Effect Size, η2
Neurotensin‡ .029 0.179
Control 4.95 ! 1.24 5.47 ! 1.22 4.93 ! 1.30
Thoracic 5.15 ! 1.85 9.34 ! 2.33 6.16 ! 2.64
Cervical 6.58 ! 1.67 10.33 ! 3.95 8.01 ! 3.84
Orexin A‡ .210 0.101
Control 209.06 ! 23.85 205.13 ! 21.97 200.95 ! 26.76
Thoracic 207.51 ! 66.93 160.89 ! 46.19 153.78 ! 43.63
Cervical 211.72 ! 48.50 193.17 ! 66.96 167.03 ! 59.93
Oxytocin‡ <.001 0.622
Control 52.41 ! 15.73 50.77 ! 21.65 46.06 ! 13.64
Thoracic 53.12 ! 15.53 147.19 ! 51.11 58.39 ! 26.16
Cervical 58.45 ! 20.69 251.35 ! 91.36 85.68 ! 52.87
Cortisol§ <.001 0.326
Control 9.90 ! 3.48 9.60 ! 3.10 9.70 ! 3.13
Thoracic 9.80 ! 3.08 10.10 ! 3.67 6.70 ! 2.50
Cervical 10.51 ! 3.37 14.20 ! 3.58 8.50 ! 3.89
TABLE 3
Within-Group Comparison  
of Pretreatment Values and Values 
Immediately After Intervention
*Pretreatment minus immediately posttreatment values. Values in parentheses are 95% confidence 
interval.
†Mean difference of neuropeptide concentration in plasma samples (pg/mg of total protein).
‡Mean difference of cortisol in serum samples (pg/mg of total protein).
Mean Difference* P Value
Neurotensin†
Control –0.522 (–2.790, 1.745) 1.000
Thoracic –4.188 (–6.456, –1.921) <.001
Cervical –3.752 (–6.019, –1.485) .001
Orexin A†
Control 3.936 (–42.821, 50.692) 1.000
Thoracic 46.621 (–0.136, 93.377) .051
Cervical 18.552 (–28.205, 65.308) .961
Oxytocin†
Control 1.642 (–43.042, 46.326) 1.000
Thoracic –94.063 (–138.747, –49.379) <.001
Cervical –192.899 (–237.583, –148.215) <.001
Cortisol‡
Control 0.300 (–1.659, 2.259) 1.000
Thoracic –0.300 (–2.259, 1.659) 1.000
Cervical –3.690 (–5.649, –1.731) <.001
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the same way, the cervical SM group 
showed increased oxytocin values when 
compared with the thoracic SM group 
immediately postintervention (mean 
difference, –104.16; 95% CI: –174.62, 
–33.71; P<.002) (FIGURE 4C).
Likewise, in the within-group analy-
sis, an increase in oxytocin plasma con-
centration levels was detected in both 
the cervical manipulation and thoracic 
manipulation groups immediately post-
intervention (P<.001) compared to pre-
intervention levels (TABLE 3). At 2 hours 
after the intervention, an increase was 
found only in the cervical SM group 
(P<.05) when compared with preinter-
vention levels (TABLE 4).
Cortisol Concentration in Blood Samples
Using a mixed-model ANOVA, the 
group-by-time interaction for cortisol 
as a dependent variable was significant 
(P<.001). Eta-square analysis yielded a 
32% effect size (TABLE 2).
Blood samples extracted from the 
cervical SM group showed a significant 
increase in cortisol plasma concentration 
immediately postintervention compared 
with baseline values (P<.001) (TABLE 3). 
On the other hand, a significant decrease 
was detected at 2 hours postintervention 
in the thoracic SM group when compared 
with the preintervention values (P<.05) 
(TABLE 4).
A significant increase in the between-
group analysis was found immediately 
posttreatment in the cervical manipula-
tion group compared with the control 
group (mean difference, 4.60; 95% CI: 
0.65, 8.55; P = .018) and the thoracic ma-
nipulation group (mean difference, 4.10; 
95% CI: 0.15, 8.05; P<.040) (FIGURE 4D).
DISCUSSION
Several studies currently sup-port the idea that the analgesic effect of manual therapy is mediated by 
central mechanisms of pain modulation 
through the modulation of neuropeptide 
production.5,27,60 To our knowledge, this 
is the first work to analyze neurotensin, 
oxytocin, orexin A, and cortisol levels af-
ter a cervical or a thoracic manipulation 
in asymptomatic subjects.
Neurotensin is a 13-amino acid pro-
duced in several regions of the central 
nervous system, such as the substan-
tia nigra, amygdala, hypothalamus, 
prefrontal cortex, periaqueductal gray 
matter, and the spinal cord,62 and it has 
several actions, including analgesia.14,23 
Our data indicate an increase in neu-
rotensin plasmatic concentration after 
an SM, suggesting that the mechanical 
stimulus provided by SM is enough to 
modulate the liberation of this neuro-
peptide. In this sense, neurotensin has 
long been known to include analgesia 
among its actions.9,16,23 The analgesic ac-
tions of neurotensin are readily distinct 
from those of the opioids, based on their 
insensitivity to the highly opioid-selective 
antagonist naloxone, thus ruling out an 
opioid mechanism.55 Neurotensin acts as 
part of the peripheral and central mecha-
nisms of pain modulation,23 because the 
antinociceptive effect of neurotensin has 
been reported after the injection of the 
peptide in many brain areas.62 There 
are anatomical data suggesting an in-
teraction between neurotensin and se-
rotonergic neurons. As a matter of fact, 
neurons of the rostral part of the raphe 
synthesize neurotensin, whereas neuro-
tensin receptors are widely expressed in 
most of the raphe.18,40,57 The functional 
role of neurotensin in the raphe remains 
to be determined, but it may participate 
in the modulation of some of the known 
functions of the serotonergic system, in-
cluding nociception13 and stress-related 
responses.19 It may also play a role in 
mediating stress-induced analgesia, as 
neurotensin knockout mice and rats 
pretreated with neurotensin antagonists 
show no increase in pain tolerance after 
stress.34 Recent studies with neurotensin 
2
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FIGURE 4. Mean and 95% confidence interval for neuropeptide concentration in blood samples. (A) neurotensin, 
(B) orexin A, (C) oxytocin, (D) cortisol. *P<.05.
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antagonists and knockout mice lacking 
neurotensin or neurotensin receptors 
have revealed that the neurotensiner-
gic system plays a pivotal role in the 
nonopioid form of stress-induced anal-
gesia.34,42,58 In summary, the antinocicep-
tive effect of neurotensin after SM may 
increase the mechanical stress threshold 
that cervical tissues can tolerate.
It is well established that neurotensin 
affects the activity of oxytocin-positive 
cells in the supraoptic nucleus.39 Oxyto-
cin is a nonapeptide that plays a major 
neuroendocrine role, modulating several 
physiological functions in mammals, like 
somatosensory transmission, nocicep-
tion, and pain.2,64,65 Oxytocin is synthe-
sized and secreted by a subpopulation 
of the paraventricular and supraoptic 
nuclei of the hypothalamus.64 In fact, 
several studies now support the idea that 
oxytocin exerts a potent antinocicep-
tive control after its release in the spinal 
cord from hypothalamo-hypophysal de-
scending projections.17,59,73 Breton et al12 
have shown that this antinociceptive ac-
tion is mediated, in part, by an increase 
in synaptic inhibition within the most 
superficial layers of the spinal cord. In 
addition, Robinson et al54 showed that 
oxytocin inhibits sensory glutamatergic 
transmission between afferent fibers and 
dorsal horn neurons. Along the same 
lines, Petersson et al50 hypothesized that 
an increase of oxytocin might possibly 
result in a greater synthesis of endog-
enous opioids, because the antinocicep-
tion observed after repeated injections of 
oxytocin was temporarily reversed by the 
opioid antagonist naloxone.
In studies involving human subjects, 
pain relief was reported in central neuro-
genic pain and in low back pain72 after the 
intracerebroventricular and intrathecal 
administration of oxytocin. No previous 
study has evaluated whether SM has an ef-
fect on oxytocin plasmatic concentration. 
Our results suggest that the increase of the 
plasmatic concentration of oxytocin fol-
lowing an SM could be partly responsible 
for the analgesic effect linked to manual 
therapy techniques due to the activation 
of descending pain-inhibitory pathways.
Orexins are known to be a hypotha-
lamic peptide critical for feeding and 
normal wakefulness. Orexin A and B are 
distributed throughout the spinal cord, 
and orexin fibers are concentrated in 
lamina I of the dorsal horn and in lamina 
X surrounding the central canal.71 Orex-
inergic projections were identified in 
periaqueductal gray matter, the rostral 
ventral medulla, the dorsal horn, and 
the dorsal root ganglion.21,33,67 Emerging 
evidence shows that the central nervous 
system administration (intracranial ven-
tricle or intrathecal injection) of orexin 
A can suppress mechanical allodynia and 
thermal hypersensitivity in multiple pain 
models, suggesting the regulation of no-
ciceptive processing via spinal and supra-
spinal mechanisms.8,70
In addition, orexins showed antino-
ciceptive effects on models of pain, such 
as neuropathic pain, carrageenan test, 
and postoperative pain.47,48 There is a 
lack of literature that analyzes the effect 
of physical therapy techniques on orexin 
A expression. A recent study using a rat 
model reported a significant increase of 
orexin A following electroacupuncture 
therapy after a laparotomy.25 In contrast, 
our results did not show a statistically 
significant change in orexin A levels after 
a thoracic or cervical SM.
One of the actions of orexin A in 
stress situations is the activation of glu-
cocorticoid production from adreno-
cortical cells.11 Cortisol is therefore one 
of the biochemical factors delivered in 
stress situations35 that acts to decrease 
local edema and pain by blocking early 
stages of inflammation. In addition, it 
is also believed that high cortisol levels 
promote wound healing by stimulating 
gluconeogenesis.69 The response to stress 
is triggered by the stimulation of the hy-
pothalamus-pituitary-adrenal axis. It has 
been proven that a subject’s level of stress 
can be correlated with secreted cortisol 
levels.4 Our results suggest that no plas-
matic concentration changes of cortisol 
follow a thoracic SM, which agrees with 
the results of a recent review using mas-
TABLE 4
Within-Group Comparison Between 
Pretreatment Values and Values  
2 Hours After Intervention
*Values in parentheses are 95% confidence interval.
†Mean difference of neuropeptide concentration in plasma samples (pg/mg of total protein).
‡Mean difference of cortisol in serum samples (pg/mg of total protein).
Mean Difference* P Value
Neurotensin†
Control 0.018 (–2.260, 2.296) 1.000
Thoracic –1.014 (–3.292, 1.264) .798
Cervical –1.431 (–3.709, 0.847) .362
Orexin A†
Control 8.117 (–38.213, 54.447) 1.000
Thoracic 53.729 (7.399, 100.060) .019
Cervical 44.683 (–1.647, 91.014) .062
Oxytocin†
Control 6.357 (–16.001, 28.714) 1.000
Thoracic –5.270 (–27.627, 17.087) 1.000
Cervical –27.236 (–49.594, –4.879) .013
Cortisol‡
Control 0.200 (–2.156, 2.556) 1.000
Thoracic 3.100 (0.744, 5.456) .007
Cervical 2.010 (–0.346, 4.366) .115
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sage therapy.49 Those authors49 reported 
that no change in salivary cortisol fol-
lowed massage therapy in symptomatic 
and asymptomatic subjects. A study by 
Whelan et al69 examined the effect of SM 
on salivary cortisol levels and found no 
effect in asymptomatic subjects. Never-
theless, we found a significant increase 
of cortisol plasmatic concentration fol-
lowing cervical manipulation, which 
does not agree with previous results.15,69 
A possible explanation for this could be 
the use of venipuncture to obtain blood 
samples. Venipuncture is thought to be a 
stress factor that may increase circulating 
cortisol levels.26 The use of blood testing 
for cortisol analysis should be questioned 
due to the possible increase in cortisol 
levels due to the invasive nature of the 
vein puncture required for blood sam-
pling, and to the anticipatory stress ex-
perienced by the knowledge of the subject 
of the impending needle.63 Even so, all 3 
groups were exposed to the vein punc-
ture, and changes were only observed in 
response to cervical SM. In our opinion, 
the use of a control group provides a cer-
tain degree of confidence that the results 
of cortisol plasmatic concentration are 
related to the technique.
CONCLUSION
Taken together, the results of this study show that cervical and thoracic manipulation resulted in 
an increase in neurotensin, oxytocin, 
and plasmatic cortisol concentration in 
asymptomatic individuals. These neuro-
peptides are related to the modulation of 
nociception and stress-induced analge-
sia. These findings suggest that descend-
ing inhibitory pathway mechanisms may 
be involved in the physiological effects 
that follow SM. In addition, the effect size 
for the cervical manipulation group was 
larger than that for the thoracic manipu-
lation group. This suggests an increase in 
the activation of the possible descending 
inhibitory pathway mechanisms after 
cervical manipulation compared to tho-
racic manipulation. Further studies with 
larger sample sizes of both asymptomatic 
and symptomatic neck-pain populations 
are required to determine the effect of 
SM on antinociceptive neuropeptide lev-
els more accurately. !
KEY POINTS
FINDINGS: Mechanical stimuli derived 
from SM can modify neuropeptide ex-
pression in asymptomatic subjects.
IMPLICATIONS: The findings of this study 
suggest that some of the beneficial ef-
fects of SM may relate to neurochemical 
changes.
CAUTION: The small sample size of the 
population of asymptomatic subjects is 
the main limitation of this study. The 
biochemical response after SM in symp-
tomatic subjects may not be extrapolat-
ed from the results of the present study.
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a b s t r a c t
Previous studies have analyzed the effects of spinal manipulation on pain sensitivity by using several
sensory modalities, but to our knowledge, no studies have focused on serum biomarkers involved in the
nociceptive pathway after spinal manipulation. Our objectives were to determine the immediate effect of
cervical and dorsal manipulation over the production of nitric oxide and substance P, and establishing
their relationship with changes in pressure pain thresholds in asymptomatic subjects. In this single-blind
randomized controlled trial, 30 asymptomatic subjects (16 men) were randomly distributed into 3
groups (n ¼ 10 per group): control, cervical and dorsal manipulation groups. Blood samples were
extracted to obtain serum. ELISA assay for substance P and chemiluminescence analysis for nitric oxide
determination were performed. Pressure pain thresholds were measured with a pressure algometer at
the C5eC6 joint, the lateral epicondyle and the tibialis anterior muscle. Outcome measures were ob-
tained before intervention, just after intervention and 2 h after intervention. Our results indicated an
increase in substance P plasma level in the cervical manipulation group (70.55%) when compared with
other groups (p < 0.05). This group also showed an elevation in the pressure pain threshold at C5eC6
(26.75%) and lateral epicondyle level (21.63%) immediately after the intervention (p < 0.05). No changes
in nitric oxide production were observed. In conclusion, mechanical stimulus provided by cervical
manipulation increases substance P levels and pressure pain threshold but does not change nitric oxide
concentrations. Part of the hypoalgesic effect of spinal manipulation may be due to the action of sub-
stance P.
! 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Manipulation of the spine is a manual therapy technique per-
formed to increase range of motion in a joint with decreased joint
play, with the intention of relieving the pain of patients. Spinal
manipulation (SM) involves a high velocity “impulse” or “thrust” of
short amplitude which is applied to interapophyseal joints. The
effectiveness of SM to treat musculoskeletal pain has been sum-
marized in recent systematic reviews. Overall, evidence suggests
that SM provides greater relief for pain and function than a placebo
or no treatment (Gross et al., 2010; van Middelkoop et al., 2011).
Although SM is widely used in the management of pain, the
physiological basis of its effectiveness remains unknown. It has
been proposed that the mechanical stimuli generated by SM could
activate the liberation of many biochemical mediators from neural
tissue (Skyba et al., 2003).
The perception of pain is clearly a complex process due to the
high number of biochemical mediators involved. Nitric oxide (Ne
O), considered as themajor local vasodilator (Takuwa et al., 2010), is
a small molecule with a dual role in cell survival (Cauwels et al.,
2005) and nociception (Millan, 2002). Nitric oxide is a diffusible
gas that rapidly reacts with oxygen to form nitric oxide derivates
such as nitrite and nitrate (Lundberg et al., 2008). Although evi-
dence exists regarding the beneﬁcial effects of the release of small
amounts of NeO during the inhibition of nociceptive pathways
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Jaén, Campus Las Lagunillas s/n, 23071 Jaén, Spain. Tel.: þ34 953 212921; fax: þ34
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(Luo and Cizkova, 2000), other research suggests that NeO could
contribute to hyperalgesia (Aley et al., 1998). Physiological me-
chanical stimuli such as blood shear stress (Binti et al., 2011) or
tissue stretch (Zhang et al., 2004) induce the liberation of NeO from
endothelial tissue and blood cells (Baskurt et al., 2011). It has been
proven that the mechanical stimulus provided by physical therapy
techniques, such as massage (Morhenn et al., 2012) or acupuncture
(Tsuchiya et al., 2007), modulates pain perception by modifying Ne
O production.
The vasodilation triggered by NeO is an intricate process in
which several pro-algogenic peptides such as Substance P (SP)
(Tagawa et al., 1997) and glutamate (Meng et al., 1995) are involved.
Substance P is a neuropeptide which mediates multiple activities in
various cell types, including cell proliferation and inﬂammatory
processes Nicoletti et al., 2012). Although SP has been found to be
widespread in the central nervous system, it is most abundant in
the dorsal spinal roots as well as in unmyelinated sensory nerve
ﬁbers (Salt et al., 1983). Substance P can modulate inhibitory
transmission in lamina V of the spinal cord thoracic horn, thereby
exerting an analgesic effect on nociceptive sensory processing
(Nakatsuka et al., 2005; Wu et al., 2005). Other studies have sug-
gested that SP may cause generalized spinal cord hyperexcitability,
reducing the patient’s pain threshold in several chronic pain syn-
dromes such as ﬁbromyalgia (Larson et al., 2000).
Pain sensitivity has been measured through the application of
different sensory modalities (Staahl and Drewes, 2004; Arendt-
Nielsen and Yarnitsky, 2009). One of these modalities is the pres-
sure pain threshold (PPT), which is deﬁned as the minimal amount
of pressure where a sense of pressure ﬁrst changes to pain (Fischer,
1990). Pressure pain threshold is a validated measurement tech-
nique with good intra-observer reliability (Vanderweeen et al.,
1996), used in physical therapy to determine mechanical stress
sensitivity of the peripheral tissues. Previous studies have used PPT
to assess pain sensitivity after spinal manipulation in both symp-
tomatic (Fernandez-Carnero et al., 2011; Maduro de Camargo et al.,
2011) and asymptomatic (Fryer et al., 2004; Orakifar et al., 2012)
individuals.
Studies dealing with the correlations between NeO, SP, and PPT
are scarce, and their results are disparate. For some authors, neu-
rons with higher mechanical activation thresholds were activated
by NeO donors (Levy and Strassman, 2004), while a decrease in
nociceptive threshold was observed in NeO donors (Thomsen et al.,
1997). The analysis of the relation between SP and PPT is also
controversial, and as Basi et al. (2012) did not ﬁnd any signiﬁcant
correlation, other authors have described negative (Appelgren
et al., 1998) and positive correlations (Mazzotta et al., 1997) be-
tween them.
As mentioned above, previous research has analyzed the effects
of SM on pain sensitivity by using several sensory modalities, but to
our knowledge, no studies have focused on serum biomarkers
involved in the nociceptive pathway after SM. On these bases, the
main goal of the present study was to examine the immediate ef-
fects of a cervical or thoracic manipulation on pressure pain
threshold (PPT) and serum NeO and SP levels in asymptomatic
subjects. The secondary objective of this study was to analyze the
correlation between NeO, SP, and PPT after SM in asymptomatic
subjects.
2. Material and methods
2.1. Participants and experimental design
This was a single-blind randomized (sealed envelope system)
controlled trial, performed in May 2012, in which 40 healthy sub-
jects from the University of Jaén voluntarily took part in the
experiment and signed the agreement. A previous orthopedic
screening process was performed to verify the absence of muscu-
loskeletal pain at the time of the study. On the other hand, it has
been shown that the presence of pain induces changes in the
anatomy and function of the central and peripheral nervous system
(Quinn et al., 2010; Crosby et al., 2013). Therefore, research on an
asymptomatic population may be important to accurately deter-
mine the anti-nociceptive mechanism of SM. Subjects with a his-
tory of whiplash or cervical surgery, contraindication to SM, pain
related to cervical spine or arm in the previous month, headache in
the previous days, having undergone spinal manipulative therapy
in the previous two months, regular use of analgesic or anti-
inﬂammatory drugs, or loss of standing balance were excluded
from the study. Thirty subjects (16 men, age: 27.8 ! 4.16) met the
inclusion criteria and were randomized into three groups (control
group, cervical manipulation group, and thoracic manipulation
group) with 10 subjects per group (Fig. 1) (Allison et al., 2002). The
study was approved by the Ethics Committee of the University of
Jaén (Spain) and the protocol was performed following the Ethical
Principles for Medical Research in Humans of the Declaration of
Helsinki (41st World Medical Assembly. Declaration of Helsinki,
1990).
2.2. Interventions
In the intervention group, cervical manipulation was applied
unilaterally on the posterior joint at the C5 to C6 vertebral level,
according to the protocol provided by Dunning and Rushton (2009).
The subject was supine with the cervical spine in neutral position.
The index ﬁnger of the therapist applied a contact over the
posterolateral aspect of the zygapophyseal joint of C5. The therapist
cradled the subject’s head with the opposite hand. Gentle ipsilat-
eral side ﬂexion and contralateral rotation to the targeted side were
introduced until slight tension was perceived in the tissues at the
contact point. A high-velocity-low-amplitude thrust manipulation
was directed upward and medially in the direction of the subject’s
contralateral eye. Control participants were treated following the
cervical manipulation protocol with regard to hand contact, except
therewas no application of tissue tension and thrust by the treating
clinician.
Thoracic manipulation was performed with the subject in su-
pine position, arms crossed over the chest and hands wrapped
around the shoulders. The thoracic spine was in a neutral position.
The clenched hand of the therapist made contact over the spinous
process of T4. Gentle anterior to posterior pressure was applied
with the chest of the therapist over the subject’s elbow. Finally, a
Fig. 1. Flow chart of participants.
F. Molina-Ortega et al. / Manual Therapy xxx (2014) 1e72
Please cite this article in press as: Molina-Ortega F, et al., Immediate effects of spinal manipulation on nitric oxide, substance P and pain
perception, Manual Therapy (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.math.2014.02.007
Achalandabaso A, 2015                                             Artículos 
	   	   	  79	  
high -velocity-low -amplitude thrust was applied following the
same anterior to posterior direction.
All the evaluators were blinded to the intervention of the
therapist.
2.3. Outcome measures
Pressure pain threshold measures and blood samples were ob-
tained before intervention (pre-intervention), immediately just
after intervention (0 h post-intervention) and 2 h after intervention
(2 h post-intervention).
2.3.1. Blood sample preparation
Total blood samples were extracted by venipuncture of the ce-
phalic vein using a Vacutainer system (BectoneDickinson, United
Kingdom). Blood was collected in tubes for serum separation (BD
Vacutainer SST II Advance, ref. 367953). After blood extraction,
tubes were let stand at room temperature for 1 h until the blood
clotted. Afterward, tubes were centrifuged for 10 min at 2000 g
(Avanti J-30I, Beckman Coulter, USA). Supernatant was collected,
aliquoted and kept at !80 "C until used.
2.3.2. Nitric oxide determination
To carry out the analysis, the thawed serum aliquots were mixed
in 1/2/2 (w/v/v) deproteinization buffer (0.5 N NaOH, 10% ZnSO4),
brieﬂy shaken and let stand at room temperature for 15 min. After
that, samples were centrifuged for 5 min at 13,500 rpm and su-
pernatants were collected and maintained at 4 "C until analyzed.
The total amount of nitric oxide and NeO derivates was deter-
mined by a modiﬁcation of the procedure described by Braman and
Hendrix (1989) using NOA 280i the purge system of Sievers In-
struments, model NOA 280i (GE Analytical Instruments, USA). Ni-
tric oxide and NeO derivates concentrations were calculated by
comparison with standard solutions of sodium nitrate. Nitric oxide
and NeO derivates data were normalized with total protein con-
centration of each sample determined using the Bradford assay
(Bradford, 1976).
2.3.3. Substance P determination
Plasma determination of SP was determined by using Luminex!
technology with a speciﬁc ELISA kit (Milliplex Ref: HNP-35K, Mil-
lipore, USA). Substance P data were normalized with total protein
concentration of each sample calculated by the Bradford method
(Bradford, 1976).
2.3.4. Pressure pain threshold
A pressure algometer (Pain Test" FPN 100,Wagner Instruments,
USA) was used to measure PPT. In this study several PPT points
were used to determine the local or regional (C5eC6 zygapophyseal
joint, lateral epicondyle) and global effects (tibialis anterior) of the
spinal manipulation to verify the presence of segmental and/or
central modulation of pain (Urban and Gebhart, 1999; Schaible,
2007). All measurements were carried out by a well-trained expert.
2.4. Statistical analysis
Demographic and experimental data were treated with the
SPSS! 19.0 (IBM, USA) and MedCalc 12.3 (MedCalc, Belgium)
Table 1
Baseline characteristics of participants.
Characteristics Control (n ¼ 10) Thoracic (n ¼ 10) Cervical (n ¼ 10)
Mean $ SD Mean $ SD Mean $ SD p-value
Age 25.80 $ 3.22 29.80 $ 4.52 27.80 $ 3.99 0.095
Weight 63.60 $ 8.47 73.70 $ 14.33 71.20 $ 14.19 0.196
Height 1.71 $ 0.07 1.75 $ 0.06 1.75 $ 0.12 0.528
Substance Pa 35.84 $ 9.36 36.23 $ 15.83 38.23 $ 18.34 0.930
Nitric oxideb 0.19 $ 0.02 0.12 $ 0.03 0.25 $ 0.17 0.021*
PPT C5eC6c 3.76 $ 0.51 3.44 $ 1.54 3.29 $ 0.98 0.622
PPT Epic 5.60 $ 3.44 4.63 $ 1.61 4.30 $ 1.65 0.462
PPT Tibc 8.54 $ 1.85 7.89 $ 2.23 7.85 $ 2.25 0.721
Protein
contentd
129.68 $ 35.84 128.79 $ 29.44 123.53 $ 27.07 0.892
*p < 0.05.
Abbreviations: PPT C5-C6 (pressure pain threshold at C5eC6 zygapophyseal joint);
PPT Epi (pressure pain threshold at right lateral epicondyle); PPT Tib (pressure pain
threshold at tibialis anterior muscle).
a Substance P is expressed as pg/mg total protein.
b Nitric oxide is expressed as mmol/mg total protein.
c PPTs are expressed as kg/cm2.
d Protein content is expressed as mg/ml.
Table 2
Test-retest reliability for outcomes variables.
Variable CCI SEM MDC
Substance P 0.679 5.303 10.39
Nitric oxide 0.620 0.012 0.02
PPT C5eC6 0.781 0.239 0.47
PPT Epi 0.736 1.768 3.46
PPT Tib 0.913 0.546 1.07
Abbreviations: CCI (Intraclass Correlation Coefﬁcient); SEM (Standard Error of
Measurement); MDC (Minimal Detectable Change); PPT C5eC6 (pressure pain
threshold at C5eC6 zygapophyseal joint); PPT Epi (pressure pain threshold at right
lateral epicondyle); PPT Tib (pressure pain threshold at tibialis anterior muscle).
Fig. 2. Mean plots for primary measures in each group and each time point.
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software packages. All analyses were performed with a 95% conﬁ-
dence interval (p < 0.05).
Test-retest reliability was assessed by taking as a reference the
three measurements taken on the control group. We calculated the
intraclass correlation coefﬁcient (ICC(3,1) by Shrout and Fleiss,
1979), the standard error of measurement (SEM) and the mini-
mal detectable change (MDC). Reliability was considered poor for
ICC <0.40, moderate between 0.40 and 0.75, substantial between
0.75 and 0.90, and excellent when ICC >0.90 (Shrout and Fleiss,
1979).
A repeated measures multivariate analysis of variance (RM-
MANOVA) was used to analyze overall effects in the primary
measures (NeO and SP plasma concentrations) and secondary
measures (PPT in C5eC6, epicondyle, and tibialis anterior muscles)
at follow-up periods. The model was comprised of three groups,
three time points, and ﬁve outcome variables. Given the high
number of parameters to be estimated in relation with the number
of subjects included, a multivariate mixed model (Park et al., 2001;
Vossoughi et al., 2012) was also applied, correcting with the lower
bound of epsilon. The normality of the distribution dependent
variables at each time point was analyzed for all groups with the
KolmogoroveSmirnov test. Linearity was examined using bivariate
scatter plots of observed residual values against the expected
values. Box’s M test was used to test the equality of the covariance
matrix, and the assumption of sphericity was tested with the
Mauchly test. Pairwise Bonferroni comparisons were performed to
explore between-group differences. The relations between vari-
ables were analyzed through Pearson’s regression and correlation.
Effect sizes were calculated with Eta2 for the interaction group-by-
time and determination coefﬁcient (adjusted R2) for Pearson’s
regression analysis.
3. Results
Baseline characteristics of participants are presented in Table 1.
There were no signiﬁcant differences in variables between groups
at baseline level except for NeO.
In the test-retest reliability analysis, ICCs could be considered as
moderate for substance P, Nitric Oxide and PPT in epicondyle
muscle, substantial for PPT C5eC6 and excellent for PPT in tibialis
muscle (Table 2).
As for the overall effect, there no was a group-by-time interac-
tion for the composite dependent variable with Pillai Trace ¼ 0.765
(F ¼ 1.628, p ¼ 0.103, partial Eta2 ¼ 0.383). In the multivariate
mixed model, a signiﬁcant group-by-time interactionwas observed
for the composite variable (F ¼ 3,678, p ¼ 0.039, Eta2 ¼ 0.214).
Bonferroni’s pairwise comparison showed a signiﬁcant differ-
ence in SP plasma concentrations between the control and the
cervical manipulation groups at zero hours post-treatment
(p ¼ 0.032) and at 2 h post-treatment (p ¼ 0.002) (Fig. 2). No sig-
niﬁcant differences between groups were observed at post-
treatment time points in any outcome measures.
In the regression and correlation analysis, a signiﬁcant r coefﬁ-
cient between SP at baseline with PPT at the lateral epicondyle
appeared at 2 h in the cervical manipulation group (adjusted
R2 ¼ 0.367) (Table 3). NeO plasma concentrations at zero hours
post-treatment showed a signiﬁcant r coefﬁcient with C5eC6
zygapophyseal joint PPT (adjusted R2 ¼ 0.356) and lateral epi-
condyle PPT at 2 h post-treatment (adjusted R2 ¼ 0.328) in the
control group (Table 4). No other signiﬁcant correlations were
observed. The bivariate dispersion charts show a linearity affected
by a slight elliptical or sigmoid trend, induced by some extreme
value. The R2 coefﬁcients did not experience signiﬁcant
Table 3
Pearson Correlation coefﬁcient between Substance P plasma concentrations and PPTs values at baseline, 0 h and 2 h after manipulation.
Control group Thoracic manipulation Cervical manipulation
Correlation p-value n Correlation p-value n Correlation p-value n
PPT C5eC6 Baseline "0.134 0.712 10 "0.013 0.971 10 0.391 0.264 10
PPT C5eC6 Post 0 h "0.236 0.512 10 "0.194 0.592 10 0.584 0.076 10
PPT C5eC6 Post 2 h "0.233 0.518 10 "0.283 0.428 10 0.451 0.191 10
PPT Epi Baseline "0.138 0.703 10 "0.098 0.787 10 0.385 0.272 10
PPT Epi Post 0 h "0.366 0.298 10 0.250 0.486 10 0.572 0.084 10
PPT Epi Post 2 h "0.438 0.206 10 0.267 0.456 10 0.662* 0.037 10
PPT Tib Baseline 0.319 0.369 10 0.076 0.834 10 "0.139 0.702 10
PPT Tib Post 0 h 0.157 0.666 10 0.156 0.666 10 0.086 0.813 10
PPT Tib Post 2 h 0.298 0.402 10 0.216 0.549 10 0.079 0.827 10
*p < 0.05.
Abbreviations: PPT C5eC6 (pressure pain threshold at C5eC6 zygapophyseal joint); PPT Epi (pressure pain threshold at right lateral epicondyle); PPT Tib (pressure pain
threshold at tibialis anterior muscle).
Table 4
Pearson Correlation coefﬁcient between nitric oxide plasma concentrations and PPTs values at baseline, 0 h and 2 h after manipulation.
Control group Thoracic manipulation Cervical manipulation
Correlation p-value n Correlation p-value n Correlation p-value n
PPT C5eC6 Baseline "0.231 0.522 10 0.016 0.964 10 "0.138 0.704 10
PPT C5eC6 Post 0 h "0.490 0.150 10 0.013 0.972 10 "0.112 0.759 10
PPT C5eC6 Post 2 h "0.654* 0.040 10 "0.143 0.693 10 "0.270 0.450 10
PPT Epi Baseline "0.333 0.348 10 "0.152 0.676 10 "0.113 0.756 10
PPT Epi Post 0 h "0.361 0.306 10 0.063 0.862 10 "0.188 0.603 10
PPT Epi Post 2 h "0.634* 0.049 10 0.073 0.842 10 "0.220 0.541 10
PPT Tib Baseline "0.002 0.996 10 0.055 0.880 10 0.543 0.105 10
PPT Tib Post 0 h "0.248 0.490 10 0.050 0.891 10 0.418 0.229 10
PPT Tib Post 2 h "0.030 0.935 10 "0.233 0.516 10 0.465 0.175 10
*p < 0.05.
Abbreviations: PPT C5eC6 (pressure pain threshold at C5eC6 zygapophyseal joint); PPT Epi (pressure pain threshold at right lateral epicondyle); PPT Tib (pressure pain
threshold at tibialis anterior muscle).
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improvement when curvilinear relations were explored. For this
reason, linear relations were selected in order to calculate the
regression equations (Fig. 3).
4. Discussion
This study examined the effects of cervical and thoracic
manipulation on substance P and nitric oxide production, as well as
their anti-nociceptive role, through pressure pain threshold anal-
ysis. The main outcome of the present research was an increase in
cervical and epicondyle PPT accompanied with a rise in SP levels
only after cervical manipulation, without changes in the other
experimental groups analyzed.
A number of works have used PPT to study the analgesic effect of
spinal manipulation but literature ﬁndings are contradictory (Fryer
et al., 2004; Ruiz-Sáez et al., 2007; Thomson et al., 2009; Orakifar
et al., 2012). Our results show that spinal manipulation produced
an increase in PPT on C5eC6 and the lateral epicondyle in the
cervical manipulation group but no changes were observed in the
tibialis anterior PPT. These ﬁndings are in accordancewith previous
studies which analyzed the hypoalgesic effect of cervical manipu-
lation in healthy subjects (Fernández-de-las-Peñas et al., 2007;
Fernández-de-Las-Peñas et al., 2008). Plausible mechanisms for
the observed anti-nociceptive role of SM include both central
inhibitory and segmental responses in the pain modulatory system
(Wall, 1980; Vicenzino et al., 2001; Skyba et al., 2003). Thus,
segmental stimulation elicited by cervical manipulation may exert
an inﬂuence on neural afferent activity, which could in turn in-
crease the lateral epicondyle PPT.
One of the main goals of our research was the assessment of the
immediate effects of spinal manipulation on NeO, as they have not
received sufﬁcient attention in the scientiﬁc literature. Morhenn
et al. (2012) suggested that 15 min of massage reduce plasma Ne
O levels, and it has been reported that the use of acupuncture and
electro-acupuncture can modify NeO levels in several situations
(Zhao et al., 2000; Kim et al., 2001; Ma, 2003; Anil et al., 2012). To
the best of our knowledge, this is the ﬁrst research that does not
show any change in serumNeO concentration for the control group
or for the cervical or thoracic manipulation groups. On the other
hand, it is important to take into account that several factors, such
as gender, age, or phase of estrus cycle, can inﬂuence basal levels of
plasma NeO in healthy people (Peinado et al., 2007; Ghasemi et al.,
2010), and this could explain our differences observed in NeO
plasma levels at baseline. Contrary to our results, Salamon et al.
(2004) suggested that spinal manipulation augments blood ﬂow
and vasodilation by stimulating the release of NeO. Instead, we
found a correlation between pre-intervention NeO levels and PPTs
in the control group in the same way that the study performed by
Hamza et al. (2010), who suggested that NeO concentration cor-
relates inversely with pain. In this sense, the author states that at
this early stage of inﬂammatory pain, NeO is analgesic in the pe-
riphery. Furthermore, low levels of NeO at the site of injury show
anti-nociceptive effects (Aley et al., 1998), whereas higher con-
centrations have nociceptive effects. Our results indicate that NeO
must be involved in the pain perception process but not in the anti-
nociceptive effects of spinal manipulation.
This relationship of NeO with pain modulation might take place
through the activation of cell glutamate receptors and the conse-
quent modiﬁcation of the SP release (Joad et al., 1997; Caruso et al.,
2006). However, the role of SP in pain perception is still unclear.
Although some researchers propose an analgesic function of SP (Wu
et al., 2005), a pro-nociceptive role is suggested by others (Nakamura
et al., 2012). It has been demonstrated that manual therapymodiﬁes
plasma SP concentrations through mechanical tissue stimulation
(Backman et al., 2011) as a single thoracic manipulation resulted in a
short-term rise of plasma SP levels (Brennan et al., 1991), although
passive low velocity mobilization may reduce such levels (Backman
et al., 2011). In contrast with Brennan et al. (1991), our results did not
reveal a statistically signiﬁcant increase of SP in the thoracic
manipulation group (may be due to sample size) although an
increasing trend was observed. Nevertheless, we detect a rise in SP
levels just after intervention and in the 2 h follow-up for the cervical
manipulation group. Furthermore, we found a positive correlation
between SP concentration andPPTwhich suggests that high levels of
serum SP before cervical manipulation imply that the subject is
Fig. 3. Scatter plots for the relations with signiﬁcant values. Linear regression equa-
tions are also displayed.
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undergoing an increase in epicondyle PPT after the SM. Therefore,
our data could be interpreted as a hypoalgesic action of SP after SM in
asymptomatic subjects. Similar results were obtained using a model
of inﬂammatory pain in which supra-spinal treatment with a high
dose of SP before an irritant injection reduced PPT in rats (Parenti
et al., 2012). In addition, it has been hypothesized that the anal-
gesic effect of thoracic column stimulation with electrical currents
may be due to the increase of SP liberation in the dorsal horn
(Linderoth et al., 1992).
4.1. Study limitations
The current work was conducted in a relatively small sample
size of young and healthy subjects, and thereby our results may not
be generalized and should be considered with caution. Further
studies with a larger sample size and symptomatic subjects from a
wide age range should be performed to further clarify the effects
and the clinical beneﬁts of the mechanical-stress-induced NeO and
SP production by SM, and their role as nociceptive/antinociceptive
mediators.
5. Conclusions
In summary, mechanical stimuli through cervical manipulation
increased SP in asymptomatic subjects. This increase in SP was
accompanied with an increase in upper-limb PPTs. Moreover, a
previous SP concentration predicted larger epicondyle PPT after
cervical manipulation. Thus, part of the anti-nociceptive effect of
spinal manipulationwas due to the action of SP. On the other hand,
spinal manipulation did not modify the plasma NeO concentration.
In addition, the existing correlation between NeO and upper-limb
PPTs indicates that NeO plays a role in musculoskeletal pain
perception. Some of our ﬁndings should be interpreted with
caution, as the inherent differences in between-subject NeO levels
could alter SP responses to manual therapy techniques.
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Spinal manipulation (SM) is a manual therapy technique frequently applied to treat musculoskeletal disorders because of its
analgesic effects. It is defined by a manual procedure involving a directed impulse to move a joint past its physiologic range of
movement (ROM). In this sense, to exceed the physiologic ROM of a joint could trigger tissue damage, which might represent
an adverse effect associated with spinal manipulation.The present work tries to explore the presence of tissue damage associated
with SM through the damage markers analysis. Thirty healthy subjects recruited at the University of Jae´n were submitted to a
placebo SM (control group; 푛 = 10), a single lower cervical manipulation (cervical group; 푛 = 10), and a thoracic manipulation(푛 = 10). Before the intervention, blood samples were extracted and centrifuged to obtain plasma and serum.The procedure was
repeated right after the intervention and two hours after the intervention. Tissue damage markers creatine phosphokinase (CPK),
lactate dehydrogenase (LDH), C-reactive protein (CRP), troponin-I, myoglobin, neuron-specific enolase (NSE), and aldolase were
determined in samples. Statistical analysis was performed through a 3 × 3 mixed-model ANOVA. Neither cervical manipulation
nor thoracic manipulation did produce significant changes in the CPK, LDH, CRP, troponin-I, myoglobin, NSE, or aldolase blood
levels. Our data suggest that the mechanical strain produced by SM seems to be innocuous to the joints and surrounding tissues in
healthy subjects.
1. Introduction
Spinal manipulation (SM) is a common form of intervention
used by a wide range of practitioners used to relieve pain and
disability of the musculoskeletal system. A precise definition
of SM is still under review.The SM is frequently defined as a
manual procedure that involves a directed impulse to move a
joint past its physiologic ROMwithout exceeding its anatom-
ical limit [1, 2]. Although its effectiveness has been demon-
strated in some spinal syndromes such as [3, 4], several
studies show concomitant organic complications with the
application of cervical spinal manipulation (CSM) [2, 5, 6].
Mild to moderate adverse effects occur in a large proportion
of patients receiving spinal manipulation [7]. Although the
majority of the adverse effects are transient and nonserious
[7], severe adverse events such as cerebrovascular accidents
and paraplegia have been associated with SM [8]. These
injuries are typically described following an upper-backCSM.
Although some authors have proposed that, in the presence
of a marked degree of atherosclerosis, the mechanical stret-
ching and compression effects of rotational manipulative
techniques [9] may impose a further risk factor not only for
vertebrobasilar insufficiency but also for lesions of the endo-
thelium [10], recent studies suggest that SM may induce less
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arterial strain than the range of motion test when cervical
rotation is examined [11].
Therefore, there are controversial data about the possi-
bility of CSM inducing pathological mechanical stress that
might in turn provoke vascular and neurological accidents
[11–14]. Some evidence supports thoracic spinalmanipulation
(TSM) as an alternative to CSM to relieve pain and disability
in the cervical spine [15].There is no evidence of serious adv-
erse events related to TSM.Given this situation, it is necessary
to determine whether spinal manipulation is an innocuous
technique.
Several proteins have been widely used in medicine as
markers of tissue damage.These damage biomarkers are cell
proteins or enzymes normally located inside specific cells.
The detection of these proteins in serum and cerebrospinal
fluid is a tell-tale of cell breakage produced by tissue damage.
Proteins like creatine phosphokinase (CPK), lactate dehydro-
genase (LDH), aldolase, myoglobin, and troponin-I [16] have
been described as tissue damage markers in conditions such
as strenuous exercise, brain injury, and heart damage [16–21],
when altered levels of theses markers were detected in blood
samples. CPK [22] and myoglobin [16] are the most widely
used blood parameters for the detection of striated muscle
injury although other parameters seem to be more sensitive
to the difference between cardiac muscle and skeletal muscle
damage. In this respect, the skeletal muscle troponin-I sub-
unit may be an earlier and more suitable marker for skeletal
muscle damage than CPK [23] and it is widely used as a mus-
cle damage maker after strenuous exercise [24].
On the other hand, neuron-specific enolase (NSE) is also
a glycolytic enzyme, which occurs in neurons and axons and
is an appropriate marker for neuronal damage [25].
Finally, C-reactive protein (CRP) is a widely employed
systemic marker of inflammation and tissue damage [26].
The aim of this preliminary study is to determine the pos-
sible noxious effects of spinal manipulation. To the extent of
our knowledge, this is the first work that focused on the study
of SM and mechanically induced tissue damage through the
analysis of damage biomarkers in blood samples.
2. Methods
2.1. Design Overview. It is randomized repeated-measures
controlled trial.
2.2. Setting and Participants. The study was approved by the
Ethics Committee of the University of Jae´n (Spain), and all
subjects provided written informed consent. A total of 40
healthy students from the University of Jae´n were previously
selected for this study. Subjects who had one or more of the
following conditions were excluded from the current study:
contraindication to manipulation, history of whiplash or
cervical surgery, pain related to cervical spine or arm in the
previous month, subject under pharmacological treatment,
subject who has practice strenuous exercise 7 days prior to
the experiment, headache in the previous days, having under-
gone spinal manipulative therapy in the previous 2 months,
or loss of standing balance. Information about eating and
physical exercise habits was obtained from participants after
the experiment was conducted.
2.3. Randomization and Intervention. A number was assign-
ed to each participant by an external consultant, who did not
have any further involvement in the research. After that, a
list of random numbers ranging from 0 to 30 was generated
by Microsoft Excel software. The first ten numbers of this
list were assigned to the control group, the next ten numbers
to the cervical manipulation group, and the last ten to the
thoracic manipulation group. Randomization was done by
an external assessor who did not participate in the research.
Thoracic SM technique involved a high-velocity, end-ran-
ge, anterior-posterior force through the elbows to the middle
thoracic spine (T3-T4) on the lower thoracic (T4-T5) spine in
a supine position with patient’s arms crossed. In the cervical
manipulation, a high-velocity, midrange left rotational force
to themidcervical spine (C4) on the lower (C5) cervical spine
in supine, with left rotation and right side bending.
Control participants were treated following the cervical
manipulation protocol with regard to hand contact, but with-
out intention of mobilization, nor application of tissue ten-
sion by the treating clinician.
The time devoted to HVLA thrust manipulations in the
intervention groups and that to the simulated procedures in
control groupwere similar, in order tominimize the potential
for an attention effect. All the researchers were blinded to the
therapist’s intervention.
2.4. Blood Extraction. Serum samples were extracted before
intervention, right after intervention, and two hours after
manipulation by venipuncture of the cephalic vein using a
Vacutainer system (Becton-Dickinson, United Kingdom).
Blood was collected in two different tubes for both serum
(BDVacutainer SST II Advance, ref. 367953) and plasma (BD
Vacutainer LH PST II Advance, ref. 367374) separation. After
blood extraction, tubes were let stand at room temperature
for one hour until the blood clotted. Afterwards, tubes were
centrifuged for ten minutes at 2000 g (Avanti J-30I, Beckman
Coulter, USA). Supernatant was collected from the tubes.
Three serum aliquots were done for the determination of
CPK, LDH, CRP, aldolase, and NSE. Plasma was divided into
two different aliquots for troponin-I andmyoglobin assay. All
the aliquots were kept at −80∘C until used.
2.5. Outcomes and Follow-Up. CPK, LDH, and aldolase ser-
um concentrations were calculated by enzymatic assay in an
OLYMPUSAU5400Analyzer (Beckman-Coulter,USA). Tro-
ponin-I levels were measured through chemiluminescence
(DimensionEXL, Siemens,Germany), aswas neuron-specific
enolase (LiasonAnalyzer, Dia-Sorin). CRP concentration was
determined by turbidimetry assay (OLYMPUSAU5400Ana-
lyzer, BeckmanCoulter, USA).Myoglobinwas determined by
means of enzymatic immunoassay (Dimension EXL, Siem-
ens, Germany). All the assays were carried out in the Ciudad
de Jae´nUniversity Hospital following themanufacturer’s pro-
tocol.
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Assessed for eligibility (n = 40)
Excluded (n = 10):
∙ Previous spine manipulation (n = 5)
∙ Pharmacological treatment (n = 3)
∙ Strenuous exercise (n = 2)




(n = 10) (n = 10)
Thoracic manipulation group
Lost to follow-up (n = 0)Lost to follow-up (n = 0)Lost to follow-up (n = 0)


















Figure 1: Flowchart diagram of the study.
2.6. Statistical Analysis. Continuous variables were described
bymeans and standard deviation, and categorical variables by
frequencies and percentages. Kolmogorov-Smirnov was used
to verify the normal distribution of continuous variables in
the groups, and Levene’s test was used to confirm the homo-
scedasticity of the samples. One-way analysis of variance
and Chi-squared test were used to prove comparability on
sociodemographic baseline values. To prove the effect of the
independent factor (control, thoracic, or cervical manipu-
lation) on the dependent variables (blood concentrations)
at each time point (pretreatment, zero hours posttreatment,
and two hours posttreatment), a mixed-model ANOVA was
employed. The hypothesis of interest was the group-by-time
interaction. A separate 3 × 3 mixed-model ANOVA was
applied for each dependent variable. In order to measure the
effect size, eta-squared and Cohen’s 푑 were used for group-
by-time effect and pairwise comparisons, respectively. For
Cohen’s 푑 interpretation an effect size of 0.2 was considered
small, 0.5 moderate, and 0.8 large [27]. Demographic and
experimental data were treated with the software SPSS 19.0
(IBM, USA) and MedCalc12.7 (MedCalc, Belgium). All of
the analyses were performed with a 95% confidence interval
(푃 < 0.05).
3. Results
Of the 40 patients screened in the University of Jae´n, a total of
30 subjectsmet the inclusion criteria and agreed to participate
in the study. Ten participants were randomly assigned to each
treatment group. Demographic data are displayed in Table 1.
Figure 1 shows the flowchart depicting participant recruit-
ment and retention. No differences were observed between
groups at baseline measures. Only CPR shows a difference in
the limits of significance. No vitamin supplementation was
reported by the participants. They followed the Mediter-
ranean diet [28] and had a sedentary lifestyle [29].
Descriptive data for all dependent variables in each group
for each time point are shown in Table 2. Mixed-model
ANOVA failed to reveal a group-by-time interaction in any
of the dependent variables (푃 > 0.05). Effect sizes, measured
with eta-squared, were small for all dependent variables and
the interaction never explainedmore than 12%of the variance
(Table 2).The higher effect was apparent for LDH (11.2%) and
the smaller was shown for aldolase (1.9%).
The pairwise comparisons between control and both the
thoracic and cervical manipulation groups show a result in
the limits of statistical significance only for the comparison
between control and thoracic groups in CRP at zero hours
posttreatment and for myoglobin at two hours posttreatment
(Table 3). However, these statistical significances have no real
meaning because of the lack of statistical significance of the
ANOVA. Nevertheless, the effect sizes could be considered
high (푑 > 0.8) for the comparison between the control
and the thoracic groups for CRP in all time points and for
myoglobin at two hours posttreatment. In the comparison
between control and cervical manipulation groups, only the
effect size for myoglobin at two hours posttreatment could
be considered high (Table 3). Troponin-I data are not shown
because the value for the subjects was zero in all the time-
point and groups.
4. Discussion
Spinemanipulation (SM) is amanual therapy technique com-
monly applied, which presents benefits for patients such as
an anti-inflammatory effect [30], pain relief, and reduction of
drug consumption [31]. However, some studies have propos-
ed a noxious effect of SMapplication. In this sense, the reports
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Table 1: Sociodemographic characteristics and baseline measures of the groups.
Characteristic Control푛 = 10 Thoracic푛 = 10 Cervical푛 = 10 푃-value
Age∗ (years) 27.60 ± 3.22 29.80 ± 3.52 28.60 ± 3.99 0.195
BMI∗ 21.45 ± 2.38 23.98 ± 3.97 23.17 ± 2.94 0.206
Weight∗ (Kg) 66.60 ± 8.47 73.70 ± 14.33 71.20 ± 12.19 0.528
Height∗ (m) 1.72 ± 0.07 1.75 ± 0.06 1.75 ± 0.12 0.301
CPK∗ (U/L) 74.90 ± 17.21 72.00 ± 13.73 65.10 ± 14.78 0.353
LDH∗ (U/L) 276.03 ± 57.30 297.20 ± 52.66 275.90 ± 43.40 0.573
Enolase∗ (ng/mL) 9.48 ± 1.81 9.09 ± 1.50 9.57 ± 3.26 0.887
CPR∗ (mg/L) 1.41 ± 1.00 0.56 ± 0.30 1.48 ± 1.16 0.056
Aldolase∗ (U/L) 3.09 ± 1.60 3.10 ± 1.06 3.13 ± 1.02 0.998
Myoglobin∗ (ng/mL) 50.76 ± 31.39 36.80 ± 10.81 35.40 ± 20.87 0.262
Gender† Male 6 60.0% 5 50.0% 5 50.0% 0.875
Female 4 40.0% 5 50.0% 5 50.0%
BMI: body mass index; CPK: creatine phosphokinase; LDH: lactate dehydrogenase; CRP: C-reactive protein.∗Continuous variables are expressed as a mean ± standard deviation. 푃 values correspond to one-way ANOVA test.†Categorical variables are expressed as frequencies and percentages. 푃 values correspond to Chi-squared test.
Table 2: Blood concentrations for all groups at each follow-up period. Statistical significance and effect size for group-by-time interaction.
Pre-T Post-0H Post 2H 푃 value Eta2
Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD
CPK (U/L)
Control 74.90 ± 17.21 74.10 ± 17.12 74.40 ± 16.57
0.425 0.065Thoracic 72.00 ± 13.73 72.10 ± 16.00 71.10 ± 19.09
Cervical 65.10 ± 14.78 65.20 ± 16.29 68.10 ± 16.38
LDH (U/L)
Control 276.03 ± 57.30 283.43 ± 44.29 268.11 ± 47.02
0.167 0.112Thoracic 297.20 ± 52.66 294.70 ± 52.69 289.80 ± 67.36
Cervical 275.90 ± 43.40 276.00 ± 28.20 302.80 ± 82.64
Enolase (ng/mL)
Control 9.48 ± 1.81 8.90 ± 1.24 8.86 ± 1.29
0.235 0.100Thoracic 9.09 ± 1.50 9.52 ± 1.41 9.42 ± 2.95
Cervical 9.57 ± 3.26 9.23 ± 1.97 11.57 ± 6.17
CPR (mg/L)
Control 1.41 ± 1.00 1.61 ± 1.02 1.53 ± 1.19
0.486 0.058Thoracic 0.56 ± 0.30 0.50 ± 0.27 0.50 ± 0.30
Cervical 1.48 ± 1.16 1.48 ± 1.22 1.47 ± 1.15
Aldolase (U/L)
Control 3.09 ± 1.60 3.36 ± 1.37 3.50 ± 1.57
0.859 0.019Thoracic 3.10 ± 1.06 3.23 ± 1.25 3.17 ± 1.37
Cervical 3.13 ± 1.02 3.29 ± 0.90 3.63 ± 1.38
Myoglobin (ng/mL)
Control 50.76 ± 31.39 52.18 ± 23.63 70.20 ± 43.56
0.312 0.083Thoracic 36.80 ± 10.81 38.30 ± 10.80 36.60 ± 10.60
Cervical 35.40 ± 20.87 35.80 ± 19.62 39.10 ± 22.19
Pre-T: pretreatment values; Post-0H: values 0H after intervention; Post-2H: values 2H after intervention; CPK: creatine phosphokinase; LDH: lactate
dehydrogenase; CRP: C-reactive protein.
on its effects on inducing tissue injuries are controversial, as
it has been related to adverse events [7, 12, 32, 33]. The liter-
ature points at catastrophic manual-therapy-induced adverse
events being dependent on tissue damage. In this sense,
the detection of some proteins in blood samples has been
revealed as useful in some musculoskeletal and neurological
conditions [34–36] to detect tissue damage.Thus, the present
work is focused on the determination of biological dam-
age markers in blood samples after a cervical or a thoracic
manipulation, in order to corroborate whether or not spinal
manipulation causes measurable tissue damage.
Adverse events frommanual therapy range from the cata-
strophic, such as cervical artery dissection producing a
stroke, through bruising to muscle soreness that could be
regarded as a minor, and expected, consequence of treatment
[37]. Rubinstein et al. reported that 72%of adverse events occ-
urred after thefirst treatment [38].Most adverse events repor-
ted by manual therapy patients are thought to be benign and
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Table 3: Mean differences between control and both the thoracic and the cervical groups.
Control-thoracic Control-cervical
Mean difference 95% CI 푃 value Cohen-퐷 Meandifference 95% CI 푃 value Cohen-퐷
CPK (U/L)
Pretreatment 2.90 (−14.57; 20.37) 1.000 0.19 9.80 (−7.67; 27.27) 0.491 0.61
Post 0H 2.00 (−16.81; 20.81) 1.000 0.12 8.90 (−9.91; 27.71) 0.713 0.53
Post 2H 3.30 (−16.55; 23.15) 1.000 0.18 6.30 (−13.55; 26.15) 1.000 0.38
LDH (U/L)
Pretreatment −21.17 (−79.90; 37.55) 1.000 0.38 0.13 (−58.60; 58.85) 1.000 0.00
Post 0H −11.27 (−60.29; 37.75) 1.000 0.23 7.43 (−41.59; 56.45) 1.000 0.20
Post 2H −21.69 (−98.48; 55.11) 1.000 0.37 −34.69 (−111.48; 42.11) 0.777 0.52
Enolase (ng/mL)
Pretreatment 0.39 (−2.26; 3.04) 1.000 0.23 −0.09 (−2.74; 2.56) 1.000 0.04
Post 0H −0.62 (−2.42; 1.17) 1.000 0.47 −0.33 (−2.13; 1.46) 1.000 0.20
Post 2H −0.56 (−5.15; 4.03) 1.000 0.24 −2.71 (−7.30; 1.88) 0.431 0.61
CRP (mg/L)
Pretreatment 0.85 (−0.18; 1.88) 0.136 1.14 −0.07 (−1.10; 0.96) 1.000 0.07
Post 0H 1.11 (0.05; 2.18) 0.039 1.49 0.13 (−0.93; 1.20) 1.000 0.12
Post 2H 1.03 (−0.09; 2.14) 0.078 1.18 0.06 (−1.06; 1.17) 1.000 0.05
Aldolase (U/L)
Pretreatment −0.01 (−1.44; 1.43) 1.000 0.00 −0.04 (−1.47; 1.40) 1.000 0.03
Post 0H 0.13 (−1.23; 1.49) 1.000 0.10 0.07 (−1.29; 1.43) 1.000 0.06
Post 2H 0.33 (−1.32; 1.98) 1.000 0.22 −0.13 (−1.78; 1.52) 1.000 0.09
Myoglobin (ng/mL)
Pretreatment 13.96 (−11.89; 39.80) 0.538 0.59 15.36 (−10.49; 41.20) 0.423 0.58
Post 0H 13.88 (−7.57; 35.34) 0.331 0.76 16.38 (−5.07; 37.84) 0.185 0.75
Post 2H 33.60 (0.63; 66.57) 0.045∗ 1.06 31.10 (−1.87; 64.07) 0.069 0.90
Pre-T: pretreatment values; Post-0H: values 0H after intervention; Post-2H: values 2H after intervention; CPK: creatine phosphokinase; LDH: lactate
dehydrogenase; CRP: C-reactive protein.∗Trend to statistical significance.
transient and are often unknown to the practitioner unless
patients show observable signs (e.g., loss of motion or neuro-
logical deficits) or report pain or discomfort [39]. A recent
systematic review shows that nearly half of patients expe-
rience adverse events after manual therapy. These adverse
events are short-lived and minor, and most will occur within
24 hours and resolvewithin 72 hours.The relative risk of these
adverse events is similar for manual therapy plus exercise
treatment and for sham/passive/control interventions [37].
The biomarkers used in the study are generally used to
detect tissue damage. Creatine phosphokinase (CPK) is an
intracellular enzyme related to energy metabolism, and its
level in serum has been extensively used as a diagnostic mar-
ker for muscle injury [18]. Myoglobin and troponin-I are
sensitive markers for skeletal muscle or cardiac muscle dam-
age [19]. Both aldolase and lactate dehydrogenase (LDH) are
biomarkers for general tissue damage. The presence of neu-
ron-specific enolase (NSE) in plasma samples is used as a
diffuse neuronal damage marker [40].The C-reactive protein
(CRP) is a nonspecific marker of inflammation. In fact,
Huang et al. showed that elevated mechanical strain on vess-
els could induce the local expression of proinflammatory cyt-
okines like CRP [41]. These parameters had been exten-
sively used in research in order to analyze the effect of
active physical therapy in the expression of tissue damage
markers [42, 43]. After the analysis of seven tissue damage
markers, our data do not show any significant differences in
CPK, LDH, troponin-I, myoglobin, aldolase, NSE, and CRP
concentrations. A mixed-model ANOVA failed to reveal a
group-by-time interaction in any of the dependent variables
(푃 > 0.05). The pairwise comparisons between the con-
trol and both the thoracic and the cervical manipulation
groups show lack of statistical significance except for two
comparisons in the limit of statistical significance (which
lack real meaning). The relatively high effect size found in
the comparison of CRP levels between the control group
and the thoracic manipulation group was already apparent
at pretreatment and did not increase significantly in the two
posttreatment measurements.The behavior of these parame-
ters suggests that the mechanical stimulus induced by spinal
manipulation alone is not enough to provoke cell damage
or tissue breakage in healthy subjects. These data agree
with other works that show no alteration in pathologic
blood vessels after a cervicalmanipulation [44]. Nevertheless,
Huang et al. showed that mechanical strain increased CRP
expression in the saphenous vein in a strength-dependent
manner [41]. Rather than an episode of mechanical stretch,
some studies propose that a repetitive mechanical stress was
needed to induce microstructural damage in vessels [45].
Moreover, studies demonstrated that the mechanical load of
the vertebral artery during SM application was almost an
order of magnitude lower than the strain required to cause
its mechanical disruption [14].
The findings of the present study contradict those of prev-
ious studies on other manual therapies modalities. Dannesk-
iold-Samsøe et al. identified an increase on serummyoglobin
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after a deepmassage [46, 47]. Arkko et al. also found increases
of serum CPK and LDH concentrations [48].This contradic-
tionmay be due to differences betweenmodalities or because
the studies of Danneskiold-Samsøe and Arkko were con-
ducted on nonhealthy subjects whereas our subjects were
healthy. Moreover, the deep massage protocol used in these
studies differs from our manipulation technique in the appli-
cation time of the treatment protocol.The process for a single
spinal manipulation takes a few seconds but, in contrast,
massage protocol takes some minutes. It is therefore possible
that the long time duringwhichmechanical forcewas directly
applied to tissues could explain the observed increase in
myoglobin, CPK, and LDH in these studies [4, 38, 39].
After the manipulation, two of the subjects suffered syn-
cope. Both belonged to the thoracic manipulative group. It
is likely that syncope after spinal manipulative therapy is not
related to tissue damage and that such adverse event may be
explained by other reasons.
Strengths and Limitations of the Study. First, the sample was
small due tomethodological issues, making it difficult to gen-
eralize our results. Second, it was not possible to blind the
clinician or the subjects due to the nature of the intervention,
which constitutes a risk of bias.Third, the present study was
conducted on asymptomatic subjects, so it is not possible to
extrapolate the present findings to a symptomatic population.
5. Conclusions
Our data show no changes in any of the studied damage
markers. Although this study examined the outcomes in an
asymptomatic population, lower cervical and thoracic mani-
pulative techniques seem to be safe manual therapies tech-
niques which cause no harm to the health of the subject.
These data may be used as evidence of the safe application of
spinal manipulation to healthy subjects. Further studies with
a large sample size and a patient population are needed to
corroborate the innocuous effects of spinal manipulation.
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CONCLUSIONES                                                                          . 
Teniendo en cuenta los datos obtenidos de las publicaciones que conforman esta 
tesis, podemos afirmar que en nuestra muestra de sujetos sanos: 
− La aplicación de una manipulación vertebral cervical produce un 
incremento significativo de la concentración plasmática de neurotensina, oxitocina, 
cortisol y sustancia P (Artículos I y II). 
− La aplicación de una manipulación vertebral torácica produce un 
incremento significativo de la concentración plasmática de neurotensina y oxitocina 
(Artículo I). 
− La aplicación de una manipulación vertebral cervical o torácica no 
produce cambios significativos en la concentración plasmática de óxido nítrico 
(Artículo II). 
− La aplicación de una manipulación vertebral cervical produce un 
incremento significativo de los umbrales de dolor a la presión locales (sobre la 
proyección  de la articulación cigapofisaria C5-C6 y sobre el epicóndilo lateral) 
(Artículo II). 
− La concentración de sustancia P previa a la manipulación cervical es 
directamente dependiente de los cambios que se producen en los umbrales de dolor a la 
presión tras la intervención de una manera positiva (Artículo II). 
− La aplicación de una manipulación vertebral cervical o torácica no 
produce cambios significativos en la concentración en suero de creatinfosfoquinasa, 
lactato deshidrogenasa, proteína C reactiva, enolasa neuro-específica, aldolasa, 
troponina o mioglobina (Artículo III). Hay una tendencia a la significación en el grupo 
de manipulación torácica en los niveles de CRP y mioglobina. 
 
Conclusión general: 
Los resultados de la presente tesis doctoral muestran que el empleo de una 
manipulación vertebral cervical,o torácica en sujetos sanos produce la liberación de 
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sustancias químicas que pueden relacionarse con mecanismos inhibitorios descendentes 
del dolor sin producir la liberación de químicos que se relacionan con una lesión 
histológica.  
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